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La multiplication du virus de la poliomyélite en culture in 
vitro et sur des tissus humains autres que le tissu nerveux a été 
démontrée pour la premiére fois par Enders, Weller et Robbins [4]. 
Ce phénomeéne a été mis a profit pour la culture in vitro en série 
continue de ce virus par de nombreux auteurs déja et appliqué 
a l’isolement et au typage de souches de poliomyélite ainsi qu’a la 
recherche des anticorps spécifiques dans le sérum de malades ou 
de sujets normaux. 

Enders et ses collaborateurs utilisent couramment 4 cette fin la 
culture de fragments de tissu embryonnaire humain. Smith, Cham- 
bers et Evans {2], Syverton et coll. [3], Younger, Ward et Salk [4], 
ainsi que Ledinko, Riordan et Melnick [5], se servent avec succés 
du tissu testiculaire de ’homme ou du singe. 

D’autres tissus humains non embryonnaires ont été employés 
occasionnellement par Weller, Robbins et Enders [6], Smith et 
coll. {2}, Milzer et coll. [7] et par d’autres encore, avec des 
résultats trés inconstants, variables suivant les auteurs. En parti- 
culier, Smith et ses collaborateurs n’ont pas réussi a cultiver in 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 6 février 1958. 
(**) Boursier de l’Organisation Mondiale de la Santé. 
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vitro sur les amygdales humaines le virus du type Lansing ; ils 
rapportent 3 résultats douteux et 27 négatifs. Nous avons éte plus 
heureux, et nous avons obtenu la culture du virus poliomyéltique 
in vitro sur des tissus humains adultes, en particulier le tissu 
amygdalien, avec des résultats qui ont été briévement rapporteés 
ailleurs [8]. _ 

Le but de notre travail a été non seulement d’éclaircir les 
causes des échecs comme de préciser les conditions dans les- 
quelles le virus de la poliomyélite peut proliférer réguliérement 
dans les cultures de tissu humain adulte, mais encore d’ouvrir la 
vole a des applications pratiques de la culture des tissus aux 
recherches cliniques sur la poliomyélite que la nature des seuls 
lissus jusqu’ici reconnus sensibles restreignait nécessairement 
a des laboratoires privilégiés. 

La fréquence des amygdalectomies dans la pratique médicale 
fait de l’amygdale ]’un des tissus humains le plus aisément acces- 
sible au laboratoire, et l’intérét de son emploi était, de ce fait, 
évident. 

Or, nous avons vu qu’il est possible, a partir de ce tissu, 
d’obtenir facilement des cultures bactériologiquement stériles, 
abondantes et vivaces, de fibroblastes ou d’épithélium humain. 
Si Ton respecte les régles précises de culture que nous avons 
établies, le tissu tonsillaire humain peut étre utilisé couramment 
pour la culture des virus de la poliomyélite appartenant aux trois 
types antigéniques connus. 


MATERIEL ET TECHNIQUE. 


Tissu. — Le matérie] tissulaire que nous utilisons provient des 
hdpitaux et cliniques de Paris (1) et est prélevé a l'occasion 
d’interventions chirurgicales courantes (pour les recherches rap- 
portées dans ce travail: amygdales, 17 cas; tissu cellulo- 
musculaire sous-cutané, 2 cas; tissu artériel, 2 cas). 

Ce matériel, transporté au laboratoire et gardé a + 4° C sans 
addition de solution physiologique, est mis en culture dans les 
vingt-quatre heures “qui suivent son prélevement. Nous prélevons 
aux ciseaux fins le tissu a explanter dans l’épaisseur de l’amyg- 
dale, en évitant le parenchyme avoisinant la capsule. Des 
fragments de 2 4 3 mm? sont mis, a raison de 8 par tube, dans 
des tubes en verre Pyrex de 160 x 16 mm sur une couche mince 
de plasma de poule, coagulé a l’aide de I goutte de milieu 
composé comme i] est dit ci-aprés. Lors de Yexplantation nous 


(1) Nous exprimons ici notre vive reconnaissance aux D's J, Furiet- 
Lafforet, Y. Cachin, G. Gandon et V. Drouhet pour l’aide qu’ils nous 
ont apportée en facilitant l’obtention du matériel tissulaire. 
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Fic. 1. — Aspect a la loupe d’un tube de culture portant plusieurs colonies de 
cellules explantées de l’amygdale humaine. De gauche a droite : culture 
proliférante de fibroblastes; culture cellulaire mixte ayant digéré le plasma 
coagulé; culture de tissu épithélial. 


Fic 2. — Témoin (culture non infectée). Culture 1170 (amygdale A VIII), dix- 
huitiéme jour de la culture; état de la culture témoin trois jours apres l’in- 
troduction du virus dans les tubes paralléles. Prolifération abondante des 


fibroblastes. 
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employons habituellement le milieu MO1 (XX gouttes par tube) 
de composition suivante : 


mitizu MO4 p. 100 
Sérum placentaire humain .....-. ++ ++ +++ sees 20 
Sérum de cheval normal décomplémenté .....-..+...-. 45 
Extrait @mibryonnaire e606. tae) wees oe) (okt teen rel 45 
Scrum ultragltré, ao hes ae Si eee eee 8 ee 45 
Solution, desHanksy . 2s, ce che = ro ee eer aoe cts 


Ce milieu est additionné de pénicilline (1 000 unités par mill:- 
litre) et de streptomycine (250 yg par millilitre). 

Le sérum ultrafiltré est du sérum de cheval ou de bovidé pré- 
paré selon la technique de Simms et Sanders [9]. Aprés Vavoir 
fabriqué nous-mémes au laboratoire, nous avons adopté, avec 
d’excellents résultats une préparation commerciale (2). 

L’extrait embryonnaire provenant de broyat d’embryons de 
poulet prélevés au dixiéme jour de incubation, dilué a parties 
égales avec la solution de Hanks, est conservé a |’état congelé 
(— 24° C), et centrifugé aprés décongélation imméd:atement avant 
son emploi. 

La solution de Hanks que nous employons ne différe pas de la 
formule classique [40], mais nous avons simplifié son mode de 
préparation (8). 


(2) Sérum ultrafiltré préparé par les Laboratoires Renard, 32, rue 
Henri-Barbusse, Clichy (Seine). 

(8) Préparation de la solution de Hanks : 

1° Préparer séparément les solutions suivantes : 


Solution A: 


1 (2 6! a a Oe Cee ORL cp OP nM Sate geotine ot BR i Ss 80 g 
KGL De. 0 Soe tae Ray h hiuetle | Heenan ea en Ie eae ere ke 
MeSOj: TUGOm Hoss, pap eee hey ae ee Qe 
hs, MOEN aie Se are rN ae eeS (rt esne sNews 1.4¢ 


Dissoudre successivement les sels dans de l’eau_bidistillée, puis 
compléter avec eau bidistillée jusqu’A 500 cm’. 
Autoclaver pendant dix minutes. 


Solution B: 


Nash Op iocHieOrecc jecahent aoe -.. 1,5 g (ou Na,HPO,, 2 H,O : 0,6 g) 
Ke O jie cree eas Boe mrs ae abe ee 0,6¢ 
GIUCOS Gye artes snes oe eon bs ee eae 10,0 g 


Compléter avec de l’eau bidistillée jusqu’A 400 cm’. Ajouter 100 cm? 
de solution de rouge de phénol 4 0,1 p. 100 et stériliser A la vapeur 
fluente (autoclave ouvert). 

2° Pour obtenir la solution de Hanks concentrée : 

Mélanger les deux solutions, filtrer sur filtre de Seitz ou de Schott, 
conserver & la glaciére (+ 4° C), 
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Les tubes renfermant les explants adhérant 4 leur paroi aprés 
coagulation du plasma et additionnés de milieu liquide sont 
bouchés avec des bouchons en caoutchouc gris, placés dans un 
appareil approprié pour la culture en tubes roulants (4) faisant 
6 tours par heure, et maintenus dans une étuve a 36° C. 

Aprés sept a dix jours dans le milieu MOI nos cultures sont 
transférées dans le milieu M1, composé comme suit : 


MILIEU M1 p. 100 
Sérum de cheval normal décomplémenté ........... 25 
Séruungltraglir Gorse. a cess. 1. Meters ee) tos Pome st sak aan eke ge 10 
Extrait embryonnaire de poulet. ............. feeds 
Solutionpdie Haiaivce sus 28se cy eaucl, te heeckc: soar eleeime vase: Semone oop he 50 


Le milieu est additionné en outre de pénicilline (200 unités par 
milliltre) et de streptomycine (50 ug par millilitre). 

Pour certaines expériences de contrdle et de vérification nous 
avons employé, parallélement aux cultures de tissus humains 
adultes, des cultures de fibroblastes humains d’origine embryon- 
naire (souche EH,) maintenues dans les mémes milieux et entre- 
tenues dans les mémes conditions. 


Virus. — Nous avons ulilisé pour nos essais, et utilsons cou- 
ramment depuis : 

D’une part, trois souches de culture qui nous ont été aima- 
blement remises par le D® J. E. Salk et qui, répondant aux trois 
types antigéniques du virus poliomyélitique, se comportent mieux 
dans les conditions de la culture in vitro que les souches-types 
Brunhilde, Lansing et Leon, plus adaptées au singe par de nom- 
breux passages sur cet animal. Ce sont les souches suivantes : 

Type I: souche Mahoney. 

Type II: souche MEF,. 

Type III : souche Saukett. 


3° Pour obtenir la solution de Hanks finale, préparer a l’avance la 


Solution C: 
NcIEd Ogee eter ta abo sascs cata ic re ita nel esas Le gah reg sin.aietatinas 6 Enbyte) Aaa ‘s 1,42 


On mélange une partie de solution de Hanks concentrée avec 
neuf parties d’eau bidistillée stérile. 

A 100 cm? de ce mélange on ajoute 2,5 cm® de solution C au moment 
de l’emploi. 

(4) Un dispositif fabriqué industriellement sur nos indications par 
la Maison Fred Imbert, 20, boulevard Saint-Denis, Paris (X°), nous 
a donné entiére satisfaction par sa commodité de manipulation et la 
régularité de son fonctionnement. 
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Fra. 3. — Culture cellulaire infectée par le virus Méme souche de cellules que 
la figure 2. Etat de la culture quarante heures aprés l'introduction du 
virus MEF1. Dégénérescence et nécrose déja trés accusées des fibroblastes. 


oe A 5S BORE 
«4 QC. Awe: 
 &. 4 


Fic. 4. — Méme tube que la figure 3. Aspect de la culture trois jours aprés 


introduction du virus poliomyélitique souche MEF1. Nécrose et destruction 
de tous les fibroblastes. 
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D’autre part, trois souches prises parmi celles isolées au 
laboratoire. 


Ce sont des souches qui ont pour origine de l’isolement en culture : 
51673 : Moelle de singe (du singe 87), deuxitme passage, provenant 
d’un cas de poliomyélite chez un enfant de 4 ans, avec infection mixte 
par le virus coxsackie type II. L’extrait des matiéres fécales a été 
inoculé 4 un premier singe (n° 74) qui a succombé en cinq jours, puis 
& un deuxiéme singe (n° 87) qui a succombé le neuviéme jour avec 


Fic. 5. — Culture de contréle avec virus neutralisé. Méme souche de cellules 
que les figures précédentes. Le virus MEF4 introduit dans la culture a été 
préalablement incubé avec le sérum d'un individu possédant des anticorps 
pour le type II du virus poliomyélitique. Etat de la culture sept jours aprés 
lintroduction du virus neutralisé. Nombreux fibroblastes normaux et vivaces. 
Aspect comparable a celui du témoin figure 2. 


des lésions typiques de poliomyélite, sans présence de virus coxsackie. 
51819 : Extrait de matiéres fécales d’un enfant de 2 ans atteint de 
poliomyélite (passage positif sur le singe n° 90). 
51879 : Extrait de matiéres fécales d’un enfant de 6 ans atteint 
de poliomyélite (avec passage positif sur le singe n° 88, pas de 
coxsackie associée). 


Nous employons pour les passages du virus le surnageant des 
cultures conservé 4 — 24° C. Si le virus appartient au groupe II, 
il est titré sur souris inoculées par voie intracérébrale. 

Les cultures cellulaires sont infectées en les faisant incuber 
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pendant une heure a la température ambiante avec H gouttes de 
suspension virulente, non diluée ou diluée au | :5 avec la solu- 
tion de Hanks. 

Pour établir la présence d’anticorps neutralisant dans les 
sérums de certains individus donneurs de tissus, nous incubons 
un mélange a parties égales de suspension virulente et du sérum 
étudié pendant une heure a 37°C. Une suspension témoin de 
virus est incubée de méme avec du sérum de cheval. Tous les 
sérums sont préalablement décomplémentés (une heure a 56° C). 


Fie. 6. — Résistance des cellules épithétiales au virus. Culture 1184. Vingt- 
cinquiéme jour de la culture. Aspect dix jours aprés l'introduction du virus 
poliomyélitique (souche MEF1). Les colonies de fibroblastes dans le méme 
tube sont entiérement détruites. Les cellules épithéliales subsistent malgré 
la présence du virus. 


Nous procédons d’une facon analogue pour déceler des anticorps 
neutralisants existant dans les extraits d’amygdales. Ces extraits 
sont préparés par broyage au mortier des fragments finement 
découpés d’amygdales, suivi d’une extraction avec une quantité 
égale de solution de Hanks pendant vingt-quatre heures a + 4° © 
et d’une centrifugation 4 5000 t/min. pendant quinze minutes. 


RESULTATS. 


Au cours d’une premiére série d’expériences nous avons utilisé 
des cultures de tissu cellulo-musculaire sous-cutané prélevé, 
d’une part chez un garcon de 14 ans (souche cell. H1) et, d’autre 
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part, chez une fillette de 6 ans (souche cell. H2). Les virus MEF1 
et 51673 ont été introduits dans ces cultures seize jours aprés 
lexplantation (soit seize jours: dix jours en MOI + six jours 
en M1), c’est-a-dire au moment ot elles présentent une crois- 
sance fibroblastique abondante. Ces virus ont entrainé une 
destruction rapide de tous les éléments cellulaires ; cette destruc- 
tion a été compléte en trois jours avec le virus MEF1 et en 
quatre jours avec le virus 51673. 

Les résultats du titrage sur souris du liquide surnageant des 
cultures de la souche cellulaire H1 avec le virus MEF1 sont rap- 
portés ci-dessous (tableau I). 


TABLEAU 1. 


DILUTIONS 


SURNAGEANT DE CULTURE 


Troisiéme jour... . 
Sixiéme jour... . 
Neuviéme jour. ... 


La virulence du surnageant du troisieme et du sixiéme jour 
de ces cultures dépasse celle du matériel virulent originel 
(limite 10-*). 

Dans toutes les autres expériences, sauf quelques essais éga- 
lement positifs effectués sur cultures d’arléres humaines, nous 
nous sommes servis d’explants d’amygdales humaines. 

Nous avons explanté au total 17 amygdales prélevées chez des 
individus agés de 5 & 25 ans. Dans 2 cas seulement nous nous 
sommes trouvés lors de la culture in vitro, en présence d’une 
infection microbienne généralisée des cultures non maitrisée par 
les antibiotiques présents dans le milieu. Dans tous les autres cas 
les cultures ont été bactériologiquement stériles. Certaines d’entre 
elles, suivies depuis cing mois, ont fourni au cours de nom- 
breux repiquages des centaines de cultures secondaires dans un 
milieu contenant seulement 200 U. de pénicilline et 50 ug de 
streptomycine par centimétre cube. 

Aprés lexplantation des fragments d’amygdales, on observe 
une migration abondante des leucocytes, suivie aprés trois ou 
quatre jours d’un début de croissance de fibroblastes ou d’épi- 
thélium provenant des cryptes de Vorgane, accompagnés de 
quelques macrophages. La digestion du plasma, surtout en pré- 
sence d’épithélium, est trés rapide, et pour établir des cultures 
trés proliférantes, il est nécessaire de les recoller (méthode dite 
du « patching ») souvent avec du plasma neuf. 
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Au bout de huit a dix jours les caractéres de croissance se 
précisent : certains fragments donnent des plages épithéliales 
avec de rares fibroblastes, ces plages atteignent quelquefois plus 
de 10 mm de diamétre. D’autres fragments donnent naissance 
4 une croissance fibroblastique pure, parfois trés dense. Il est 
rare d’observer une prolifération mixte d’épithélium et de fibro- 
blastes. Il est ainsi facile d’établir par la suite, 4 l’aide de trans- 
plantations sélectives et successives, des souches pures de fibro- 
blastes ou d’épithélium. 

C’est ainsi que nous avons isolé, et continuons a entretenir 
dans notre laboratoire depuis plusieurs mois, trois souches de 
fibroblastes d’origine tonsillaire : les souches A II, A III et A VI 
provenant d’individus agés respectivement de 5, 5 et 25 ans. Ces 
souches, maintenues en tubes roulants sur milieu MO1, proli- 
ferent assez rapidement pour permettre de procéder tous les 
quinze jours a un repiquage qui double le nombre de cultures. 

La présence du sérum placentaire humain dans le milieu MOL 
empéche, comme nous |’avons vu, la prolifération du virus. Mais 
il suffit de transférer les cultures pendant quarante-huit heures 
dans le milieu M1 pour les rendre entiérement sensibles 4 l’action 
du virus. 

Dans Ja premiére série d’amygdales (8 individus Agés de 
5 a 7 ans) l’introduction du virus (souche MEF1) aprés seize 
jours de culture préliminaire a engendré dans toutes les cultures 
une destruction des fibroblastes qui devint compléte en trois 
jours. En revanche, ]’épithélium ne fut détruit que partiellement, 
surtout A la périphérie des cultures et avant tout dans les tubes 
ou se trouvaient, outre cet épithélium, de nombreuses colonies 
de fibroblastes. 

Le titrage sur souris du surnageant des cultures de cette série 
a donné les résultats figurant au tableau II. 


TABLEAU II. 


SURNAGEANT DILUTIONS 


DES CULTURES A 560-583 


Troisime jour 
Sixiéme jour 
Neuviéme jour 


_ Comme nous le voyons, l’apparition massive du virus dans le 
liquide surnageant suit de prés l’apparition des lésions cellu- 
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laires, mais le virus continue a se dégager longtemps encore des 
cellules apparemment mortes. 

Le titrage sur souris nous a montré également que le virus 
introduit dans des tubes témoins, maintenu dans les mémes 
liquides et les mémes conditions, mais sans tissu, disparait entie- 
rement au bout de trois jours. 

Dans une série ultérieure de cultures d’amygdales provenant 
de 5 individus (Agés de 4 a 5 ans) nous avons introduit le virus 
(souche MEF1) comme précédemment dans des cultures bien 
établies A4gées de quinze 4 vingt jours et montrant une croissance 
abondante de fibroblastes et d’épithélium. Trois a quatre jours 
apres, les fibroblastes étaient détruits totalement, et cela presque 
simultanément dans toutes les cultures. Les surfaces épithéliales 
se désintégrent, mais il subsiste trés souvent une marge de 
cellules vivantes a proximité du fragment. Cette marge peut 
méme s’élargir. Une croissance épithéliale limitée est done pos- 
sible en présence du virus. Ce fait est confirmé par l’observation 
des changements de pH du milieu de culture. Dans les cultures 
de fibroblastes rapidement détruites par le virus, le pH s’éléve 
aussitét a 7,6-7,8. Par contre, dans les tubes sélectionnés présen- 
tant une croissance épithéliale abondante et d’ot nous savons 
éliminé les colonies fibroblastiques, le pH continue a4 s’abaisser 
apres chaque renouvellement du milieu, prouvant ainsi que le 
métabolisme continue dans ces tubes en dépit de la présence 
du virus. 

Le titrage sur souris confirme ces observations : le surnageant 
du troisiéme au sixiéme jour de cultures de la série A I marquée 
par une croissance fibroblastique riche tue 4 souris sur 4 a la 
dilution 10—* et 2 sur 4 a la dilution de 10—%, tandis que le surna- 
geant de tubes paralléles présentant une croissance épithéliale 
particuliérement riche, mais sans fibroblastes, est négatif 4 10—'. 
Tous les titrages effectués avec d’autres séries ont confirmé de 
facon frappante le parallélisme existant entre la prolifération des 
fibroblastes et le taux de virulence final de la culture. 

‘La virulence du virus MEF1 pour les fibroblastes humains en 
culture et pour la souris, au cours de 10 passages successifs sur 
une souche de fibroblastes d’origine tonsillaire (A V) n’a pas 
diminué et a méme montré une tendance a augmenter. 

Dans les séries suivantes (A VI, A VII, A VIII, AIX et A X) 
nous avons explanté des tissus tonsillaires provenant de 5. indi- 
vidus agés respectivement de 25, 14, 4, 6 et 25 ans. Dans cette 
série d’expériences, nous avons utilisé, parallélement a la 
souche MEF1 (type II), des souches de deux autres types. 

Les cultures de chacune de ces séries ont été partagées en 
deux lots. Le premier comportait 4 groupes de fragments tissu- 
lJaires incubés avant la mise en culture pendant une heure dans 
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des suspensions des virus appartenant aux trois types, le qua- 
iriéme groupe servant de témoin. Toutes ces cultures ont été 
mises d’emblée en milieu M1 (sans sérum placentaire humain). 
Le second lot a comporté pour chaque série des cultures paral- 
leles en milieu MOL avec fragments non incubés avec le virus. 

Comme nous le voyons dans le tableau III, l’introduction du 
virus dans les cultures d’amygdales au moment de l’explantation 
a donné des résultats trés irréguliers, L’effet destructif du virus, 
s'il se manifeste, apparait toujours avec un retard allant jusqu’a 
dix jours, tandis que la plupart des cultures résistent 4 l’infec- 
tion et ne se distinguent en rien des témoins sans virus. Cette 
irrégularité ne semble tenir ni a l’Age du donneur du tissu, ni 
a la souche du virus inoculé, ni méme a la présence d’anticorps 
dans le sérum ou le tissu tonsillaire du donneur. En effet, le 
tissu A X résiste entiérement aux virus des groupes I et II, bien 
que le donneur ne posséde point d’anticorps humoraux ou tissu- 
laires pour aucun des trois types antigéniques connus de polio- 
myélite. Nous observons le contraire dans la série A II ow le 
tissu se montre relativement susceptible aux trois virus malgré 
la présence d’anticorps chez son donneur. 

Si, au bout de quinze jours, nous introduisons de nouveau le 
virus (représenté par les mémes suspensions virulentes conservées 
dans l’intervalle 4 — 24°C) dans les mémes tubes respective- 
ment, Jes cultures sont détruites cette fois régulierement et entié- 
rement en deux ou trois jours. De méme le lot paralléle de 
cultures qui a été précultivé sans virus pendant quinze jours 
en milieu MO1 d’abord et ensuite en milieu M1 réagit pour toutes 
les 5 séries, comme dans les expériences précédentes, trés rapi- 
dement : les cellules sont détruites entiérement en deux ou trois 
jours, et cela est vrai quel que soit le type de virus. 

Ajoutons enfin que l’isolement du virus poliomyélitique direc- 
tement A partir de matiéres fécales humaines sur des cultures 
d’une Jignée de fibroblastes tonsillaires et sans passer préala- 
blement par le singe, nous a permis, au cours de ces essais, 


TABLEAU III. 


Résultats de Vintroduction des virus appartenant aux trois types antigéniques de 
la poliomyélite (type I, souche Mahoney ; type II, souche MEF]; type III, souche 
Saukett) dans les cultures cellulaires 4 partir d’amygdales provenant de cing 
individus. 

Le virus est introduit dans la culture 4 deux reprises, le premier et le quinziéme 
jours. Action sur les cellules : 

O : culture normale; + : destruction partielle des cellules; + : destruction 
cellulaire complete. 

Les anticorps ont élé recherchés par réaction de neutralisation, chez les donneurs 
de tissu, dans le sérum et dans l’extrait d’amygdales (+++ : inhibition totale du 
virus; ++, + et +: inhibition partielle se manifestant par un retard plus ou 
moins important dans la destruction cellulaire). 
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W@isoler deux souches du virus dont l'étude fera l’objet dun 
autre travail. [Les deux souches ainsi isolées dépassent par leur 
virulence pour les cultures de fibroblastes humains adultes 
[lignées fibroblastiques A HI, A II (enfants), A VI (adulte) et 
AR (Artére d’adulte)], les trois souches de Salk déja entrainées 
a la culture in vitro. 


DISCUSSION ET CONCLUSION. 


Il ressort de nos expériences que le tissu humain adulte, le 
tissu tonsillaire en particulier, se préte bien a ia culture des 
virus poliomyélitiques appartenant aux trois types antigéniques 
connus, 

Cependant, le tissu ne peut étre utilisé dans ce but qu’aprés 
avoir été préalablement cultivé dans un milieu approprié et qui 
lui assure des conditions optimum de prolifération cellulaire. 
Ainsi s’expliquent les échecs de Smith, Chambers et Evans [2] 
qui introduisaient (comme nous l’avons également fait dans cer- 
taines de nos séries de cultures et avec le méme résultat) le virus 
au départ de la culture. 

Il est parfaitement concevable qu’au cours d’une culture pré- 
liminaire le tissu explanté subisse une transformation profonde. 
On peut admettre qu’il perd ainsi les anticorps qu’apporte avec 
lui Pexplant provenant d’un organisme adulte. Mais cette expli- 
cation ne nous parait pas, a elle seule, suffisante 4 la lumiére 
des réactions de neutralisation, qui ne montrent aucune concor- 
dance entre la résistance du tissu tonsillaire fraichement 
explanté et la présence d’anticorps tissulaires ou humorauy. 
Rappelons également 4 ce propos que Ledinko et Melnick [44] 
ont pu récemment cultiver le virus de la poliomyélite sur tes- 
ticules de singes immunisés. 

Les causes de la différence entre le comportement envers le 
tissu adulte frais et du méme tissu cultivé in vitro pendant deux 
a trois semaines sont a rechercher, a notre avis, avant tout dans 
la transformation fondamentale que subit un tissu adulte incité 
artificiellement in vitro a une prolifération rapide, intense et 
illimitée. Les cultures cellulaires qui en dérivent sont profon- 
dément différentes des fragments tissulaires histologiquement 
orgamisés venant de V’organisme. A cet égard, il convient de 
souligner accessoirement que l’atteinte des cellules du tissu 
conjonctif par le virus de la poliomyélite n’a jamais été observée 
in vivo, en particulier chez l’homme. 

I] apparait done essentiel pour la culture in vitro du virus 
poliomyélitique sur tissu adulte d’origine humaine que ce dernier 
ait préalablement abandonné l’équilibre statique physiologique 
qui le caractérise in vivo pour passer au stade dynamique de 
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prolifération intense qui traduit son adaptation aux conditions 
particuliéres prévalant in vitro. 

L’emploi d’un milieu du type MO1 a base de sérum placentaire 
humain, de sérum ultrafiltré et d’extrait embryonnaire parait 
parfaitement convenir A la création des conditions nécessaires 
a cette transformation. Le milieu M1, a base de sérum de cheval 
et dépourvu de sérum homologue, y est moins favorable. ‘La 
croissance dans ce milieu est plus pauvre et les cellules montrent 
souvent des signes de souffrance. Par contre, la présence de 
sérum de cheval dans le milieu MOI est bien tolérée. Les tissus 
humains précultivés dans ce milieu tolérent par la suite beau- 
coup mieux le milieu M1 entiérement hétérologue. 

Le milieu MO1 peut servir comme milieu pour la culture pro- 
longée des fibroblastes provenant des amygdales humaines. 
Depuis six mois nous cultivons dans ce milieu plusieurs lignées 
cellulaires d’origine amygdalienne tout en doublant tous les 
quinze A vingt jours le nombre des cultures par transplantation. 
Au cours de ces repiquages, la sensibilité des cellules a l’action 
destructrice du virus est restée entiére, et la récolte du virus 
dans le liquide surnageant des cultures est demeurée constante. 

Outre l’intérét théorique majeur que nos observations apportent 
au probleme de la multiplication in vitro du virus poliomyéli- 
tique, il est inutile d’insister sur les applications pratiques, en 
particulier au diagnostic de la poliomyélite et 4 la réalisation 
d’enquétes épidémiologiques, qui peuvent résulter de la mise 
en ceuvre d’une méthode simple de culture n’exigeant comme 
substrat cellulaire qu’un tissu d’origine humaine particuliérement 
facile 4 obtenir et spécialement propice 4 la croissance du virus. 

La résistance relative qu’opposent aux virus de la poliomyélite 
les cellules épithéliales d’origine tonsillaire constitue un fait nou- 
veau auquel il nous est difficile de donner a l’heure actuelle une 
interprétation définitive. Ceci est d’autant plus frappant que les 
fibroblastes des mémes cultures sont détruits réguliérement en 
deux A quatre jours jusqu’a la derniére cellule. I] faut en retenir 
que l’histotropisme sélectif du virus poliomyélitique parait étre 
différent in vitro de ce qu’il est in vivo. I] y a la un point inté- 
ressant A retenir pour |’étude des rapports cellule-héte. 


RESUME. 


1° Le tissu amygdalien, provenant d’individus a4gés de 5 a 
25 ans, explanté in vitro en tubes roulants dans un premier milieu 
approprié donne au bout de dix a quinze jours une prolifération 
abondante de fibroblastes et d’épithélium. Un milieu de culture 
spécial & base de sérum placentaire humain, de sérum de cheval, 
de sérum utrafiltré et d’extrait embryonnaire avec addition 
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d’antibiotiques est particuliérement propice a ce développement. 

9° Te transfert des explants dans.un deuxiéme milieu sans 
sérum humain permet d’utiliser les fibroblastes de néocroissance 
pour la culture du virus poliomyélitique. Le virus de la polio- 
myélite, quel que soit son type antigénique, introduit dans ces 
cultures, prolifére réguligrement et entraine une destruction des 
fibroblastes en deux ou trois jours. 

3° Par contre le méme virus introduit au moment de la mise 
en culture des fragments d’amygdales n’attaque les cellules que 
tres irréguliérement et trés incomplétement. 

4° Il n’y a pas de rapport apparent entre la présence chez le 
donneur d’anticorps neutralisants humoraux et tissulaires et la 
résistance relative au virus du tissu frais. 

5° L’épithélium des cryptes amygdaliennes en croissance in 
vitro se montre bien plus résistant au virus que les fibroblastes. 

6° Les cultures de fibroblastes provenant du tissu sous-cutané 
musculaire adulte se comportent envers le virus d’une facon 
analogue aux fibroblastes d’origine amygdalienne. 
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NUMERATION DES UNITES BACILLAIRES VIABLES 
DES SUSPENSIONS DU VACCIN BCG 


par Maurice PANISSET et Bernarp MARCIL (*.) 


(Institut de Microbiologie et d’Hygiéne, Service des Recherches. 
Ecole d’ Hygiéne, Service de Microbiologie. 
Université de Montréal.) 


‘La stabilité des propriétés biologiques des suspensions de 
Mycobacterium tuberculosis var. BCG utilisées pour la vaccination 
a été recherchée dans |’observance minutieuse des prescriptions 
techniques de Calmette et Guérin [8, 4). 

Une expérience de prés d’un quart de siécle, basée sur des 
conditions précises de culture et des pratiques hebdomadaires 
scrupuleusement suivies, permettait d’évaluer a priori le poids 
d’un voile de quatorze ou de vingt et un jours, des pesées répétées 
n’ayant jamais accusé, dans ces conditions invariables, que de 
minimes écarts d’un lot a l'autre. 

Ces critéres, que d’aucuns peuvent juger quelque peu som- 
maires, n’en ont pas moins permis de préparer pendant plus de 
vingt ans, pour des dizaines de milliers de sujets, un vaccin 
possédant une remarquable fixité de ses propriétés biologiques. 
Cette stabilité a été analysée par A. Frappier [45} dans son rap- 
port au IV® Congrés International de Médecine tropicale et de 
Malaria. 

Néanmoins, ]’évaluation purement pondérale de la masse bacil- 
laire a cessé d’étre une donnée suffisante d’appréciation des 
propriétés hbiologiques du vaccin lorsqu’on a entrepris de le 
conserver 2 laide de la lyophilisation: il devenait, en effet, 
nécessaire de connaitre les proportions respectives des éléments 
viables et non viables dans des échantillons comparables, examinés 
avant et aprés lyophilisation, d’apprécier les effets de temps 
divers de conservation, dans des conditions déterminées. Vers 
la méme époque, René Dubos, dans un éditorial de l’American 
Review of Tuberculosis [44], faisait une critique sévére des 
échantillons de BCG qui lui avaient été soumis par divers labo- 


(*) Travail exécuté avec l’aide du Ministére de la Santé de la Pro- 
vince de Québec (Subventions fédérales-provinciales aux recherches 
sur la Santé publique). 
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ratoires des Etats-Unis. Sur la foi de ses expertises, il affirmait 
que l’examen bactérioscopique, l’appréciation du « poids sec » 
révélaient de larges variations entre des échantillons de diverses 
origines (de 1 4 5000000000 par millilitre de liquide). Les 
épreuves de viabilité révélérent & M. Dubos qu’une tres faible 
proportion des cellules était viable (certains échantillons ne 
contenaient que 1. cellule viable pour 100 000  cellules 
mortes) [44, 42]. 

Notre recherche d’une méthode de mesure de la viabilité relative 
des suspensions de BCG représente donc une contribution préli- 
minaire, mais essentielle 4 la mise au point et au contréle d’une 
méthode de lyophilisation du BCG. Elle a eu aussi pour but, de 
voir si les avancées de René Dubos auraient pu s’appliquer au 
vaccin préparé, depuis de longues années, dans les laboratoires 
de l’Institut de Microbiologie et d’Hygiéne de |’Université de 
Montréal et dont un grand nombre d’études nous affirmaient 
cependant la valeur biologique. 


LE PROBLEME DE L’ APPRECIATION DE LA VIABILITE 
RELATIVE DU vaccin BCG. 


Dans un excellent travail d’ensemble sur l’expertise au labo- 
ratoire du vaccin BCG, E. F. Krohn [40] pose, dans les termes 
suivants, le difficile probleme de la détermination des particules 
bacillaires du BCG. « Tel quwil est préparé aujourd’hui, le 
vaccin BCG est une suspension de bacilles isolés et d’agrégats 
de tailles variées, associés 4 une proportion variable de détritus, 
de fragments de bacilles qui ont été écrasés durant le broyage... 
En raison des larges variations dans les dimensions des particules 
bacillaires du vaccin BCG, il est impossible de calculer le 
nombre de ces particules par rapport a une concentration donnée 
de BCG (poids sec ou humide)... Le degré de dispersion (du 
vaccin) est important 4 considérer, en liaison avec les propriétés 
antigénes du vaccin. » 

En somme, le probléme est d’évaluer le nombre de particules 
viables dans le vaccin, tel qu’il est injecté. En effet, la résolution 
des masses bacillaires en leurs éléments constitutifs ou ]’élimi- 
nation par les procédés usuels (filtration ou centrifugation) de ces 
agrégats fausserait, dés l’abord, les données du probleme : 
la suspension que |’on injecte et dont il faut apprécier la viabilité 
renferme des agrégats plus ou moins volumineux, aussi bien que 
des bacilles. 

Il importe donc de souligner que les méthodes de numération 
des bacilles tuberculeux dans des suspensions spécialement pré- 
parées ne peuvent s’appliquer, sans modification, a l’appréciation 
du vaccin BCG. Dans le premier cas, l’opérateur- peut utiliser 
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divers artifices techniques pour réaliser une suspension homogéne, 
dont la phase dispersée est formée de cellules isolées ou d’amas 
de quelques bacilles. Dans le deuxiéme, l’opérateur doit évaluer 
la viabilité d’une suspension formée de particules hétérogénes 
quant 4 leurs dimensions, mais utilisable et utilisée telle quelle 
comme vaccin. 


CHOIX D'UNE METHODE. 


1° NUMERATION A L’HEMATIMETRE. — Cette méthode ne répondait 
pas 4 nos besoins puisqu’elle ne permet pas de distinguer les 
éléments viables et non viables. D’autre part, elle ne peut étre 
appliquée qu’au comptage des éléments de suspensions bacil- 
laires formées de cellules séparées. 

En observant ces conditions, E. F. Krohn [416] a mis au point 
une méthode d’appréciation du degré de dispersion du BCG basée 
sur examen du vaccin a |’hématimétre. Son étude critique des 
diverses techniques employées sera consultée avec fruit. 


2° ENSEMENCEMENT DE DILUTIONS DECIMALES DE BOG EN MILIEU 
LiguipE. — Nous avons réalisé des dilutions en série des suspen- 
sions de BCG, dans des séries de tubes, renfermant 4,5 ml de 
milieux de Sauton, de Proskauer et Beck, puis de milieu de 
Dubos. ‘Les dilutions étaient poussées de 10—* a 10—7°. Malgré 
le soin apporté a la réalisation des dilutions, 4 la pipette ou a la 
seringue, nous avons dd abandonner cette méthode aprés des 
centaines d’essais ; il arrivait trés souvent (environ une fois sur 
cing) qu’un ou deux tubes restassent stériles, alors que les 
dilutions inférieures et supérieures donnaient une culture. L’inter- 
prétation de semblables séries était trés difficile. D’ailleurs, en 
général, les résultats de ces épreuves se prétent mal a l’interpré- 
tation statistique et a l’établissement de moyennes. 

Néanmoins, Aronson et Schneider [4], Birkhaug [2] ont étudié 
la viabilité du vaccin BCG qwils produisaient, 4 l'aide de la 
méthode des dilutions en milieu de Dubos. 


3° ENSEMENCEMENT DE DILUTION SUR MILIEUX SOLIDES EN VUE DE 
LA NUMERATION DES COLONIES. — Certaines méthodes cherchent 
a remédier 4a quelques-uns des inconvénients de la méthode des 
dilutions en milieu liquide. Le vaccin est dilué dans un petit 
volume de milieu liquide, puis un certain volume de chaque 
dilution est ensemencé, en tube de milieu de Loéwenstein. 

Le tube est mis a ]’étuve, des colonies apparaissent, que l’on 
peut compter, mais en raison de l’exiguité des surfaces et de la 
multiplicité des dilutions, des erreurs étendues semblent possibles. 

Birkhaug [2] fait la numération des éléments viables de suspen- 
sions‘de BCG en le diluant en série dans des tubes de milieu 
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liquide. puis en ensemengant 1 ml des dilutions (milligramme 
de BCG, poids humide) 10—*°, 10—*, 10-7, 10—*, sur quatre 
erands tubes de milieu de Lowenstein. 

~ Van Deinse (5, 6] ensemence V gouttes des dilutions (milhi- 
gramme de BCG, poids humide) 10—* et 10—° sur du milieu 
de Lowenstein ne contenant que 0,75 p. 100 de glycérine. 

I] est bon de rappeler que Calmette [8, 4] fut le premier a appli- 
quer la méthode de numération sur milieu solide a Vétude du 
BCG. 

Plus récemment,. Sievers [47], Tolderlund [49], Domingo [9], 
Dowdeswell [10], Thow [48], Krohn [46] ont publié les méthodes 
qwils emploient pour apprécier la viabilité du vaccin quwils 
produisent. Leurs techniques s’inspirent des travaux de Fenner, 
Martin et Pierce [43] sur la numération des bacilles tuberculeux. 


Méthode de numération des unités bacillaires viables, 
utilisée 4 l'Institut de Microbiologie et d’Hygiéne 
de l’Université de Montréal. 


Nous avons cherché a éviter les causes d’erreurs que nous 
avaient révélées une analyse critique des essais antérieurs et nos 
propres tentatives. 


LA SUSPENSION DILUEE DE VACCIN 
f DOIT ETRE AUSSI REPRESENTATIVE QUE POSSIBLE. 


Afin d’éviter la sédimentation différentielle des particules de 
diverses grosseurs, nous avons choisi un liquide de dilution 
visqueux, l’eau physiologique gélatinée 4 5 p. 100. 

Le vaccin est agité avant son prélévement et son addition 
au liquide de dilution, dans des conditions trés précises et qui 
sont décrites plus bas. 


LES DILUTIONS SONT CAUSES D’ERREURS. 
LEUR NOMBRE DOIT ETRE REDUIT AU MINIMUM. 


Nos premiers essais nous ont révélé que des dilutions décimales 
multiples augmentaient les chances d’erreurs. Nous diluons done 
le vacein au 1/100, au 1/10 000, puis au 1/100 000 en utilisant 
trois bouteilles de 99 ml de solution gélatinée qui recoivent, 
chacune, 1 ml du vaccin ou de la dilution précédente. 


STANDARDISATION DES OPERATIONS. 


Nos mesures ne peuvent avoir de valeur relative et permettre 
des comparaisons que si les opérations sont rigoureusement. stan- 
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dardisées. C’est pour cette raison que nous avons adopté une 
agitation mécanique pour suspendre les dilutions du vaccin; la 
durée et la fréquence. de l’agitation sont, également, précisées 
plus loin,’ 


I. — Technique de numération. 


MATERIEL. 


RECIPIENTS DESTINES A L’ECHANTILLON A EXPERTISER ET AUX 
DILUTIONS. — Bouteilles (1) dites « a dilution » carrées, bouchées 
avec des bouchons de caoutchouc n° 2. 


Liguipe DE DILUTION. — Eau physiologique (NaCl, 0,85 p. 100), 
gélatinée 4 5 p. 100, stérilisée a 120° C, pendant trente minutes, 
répartie aseptiquement a raison de 99 ml, dans les bouteilles de 
« dilution ». 


APPAREIL A AGITATION MECANIQUE. — L’appareil utilisé est celui 
de |’ « International Equipment C° ». Numéro du catalogue S-1949, 
6222 Size 2 (Bottle shaking machine). Cet appareil agite au rythme 
de 8 secousses par seconde. 


Pipettes. — Pipettes sérologiques, 1 ml, graduées en centiémes. 


Minieu pE cuLttureE. — Milieu de Dubos solide (acide oléique 
et fraction V de l’albumine bovine). La formule utilisée par 
Fenner [44] a été modifiée de fagon que le volume final soit 
de 1000 ml au lieu de 900 ml. 


SUITE DES OPERATIONS. — (Le vaccin est recu du laboratoire de 
préparation, a une concentration de 60 mg/ml. Ce vaccin est dilué 
immédiatement avec le milieu de Sauton au 1/4 aprés sa prépa- 
ration et agitation de deux minutes a une concentration de 
30 mg/ml. 

La suspension-mére ainsi que la dilution 4 50 p. 100 sont trans- 
portées dans des bouteilles a dilution. 

1° La suspension de vaccin (80 mg/ml) est agitée dans une 
bouteille 4 dilution pendant deux minutes. 

2° 1 ml de cette suspension est immédiatement porté dans 99 ml 
de liquide de dilution. La pipette est rincée dix fois par aspiration 
et refoulement du liquide : la dilution obtenue est de 1/100. Elle 
est agitée durant cing minutes sur la machine. 


(1) Les bouteilles a dilution sont du type recommandé par Breed 
de N. Y. State Agricultural Station. Canadian Laboratory supplies Ltd. 
N° cat. (3-43) A-6-530. 
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3° 1 ml de cette dilution est porté dans une autre bouteille de 
dilution, renfermant 99 ml de solution gélatinée. La pipette est 
rineée cing fois. 

4° Cette bouteille est agitée durant cing minutes mécanique- 
ment. 

5° 1 ml de cette dilution (1/10*) est porté dans une troisiéme 
bouteille de dilution renfermant 99 ml de solution gélatinée. 

6° Cette troisiéme bouteille est agitée durant cing minutes. 

7° Quatre boites de Petri renfermant du milieu de Dubos 
a Vacide oléique, fraction V, sont ensemencées sans retard 
chacune avec 0,1 ml de cette derniére dilution (1/10*). L’inoculum 
est étalé avec un fil de platine recourbé (fig. 1). 

8° Les boites sont laissées durant quinze minutes sur la table 
(gélose dans la partie inférieure) afin de laisser le liquide de 
suspension pénétrer la gélose. 

9° Les boites sont scellées avec une bande de parafilm (2) et 
déposées a l’étuve A 38° pendant trois semaines. 


Fig. 4. 


10° Les colonies sont comptées a l'aide de l’appareil de 
M. McCready (8). 

11° Le nombre moyen des colonies présentes sur quatre boites 
est multiplié par le facteur de dilution 10°, puis par 10 (la mesure 
a eu lieu sur 0,1 ml); le résultat est le nombre d’unités bacté- 
riennes viables par centimétre cube. 


II. — Essais ou observations 
effectués sur les diverses phases de la technique. 


a) MENsuRATION DU DiLuANT. — Au début, le diluant était préparé 
dans de grands récipients puis réparti dans les bouteilles de 
dilutions (99 ml par bouteille) avant la stérilisation a l’autoclave. 
L’expérience a montré qu’aprés stérilisation le volume contenu 
dans chaque bouteille était variable. Pour remédier A cette source 
d’erreurs, on a procédé de la fagon suivante : 2 000 ml de diluant 


(2) Le « parafilm » est une feuille adhérente & base de paraffine 
fabriquée par Marathon products (Grade M). 
(8) Quebec bacteria colony counter. Fisher Scientific Co. Ltd. 


~) 
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sont stérilisés dans des bouteilles de 4 1. La répartition dans les 
bouteilles de dilution se fait aseptiquement, avec une burette 
de 100 cm*. 


b) Toxicité OU PROPRIETE AGGLUTINANTE DU DILUANT. — Si l’on 
prolonge le contact du BCG avec le diluant, les valeurs obtenues 
par la méthode pour un méme échantillon diminuent. 

Ce fait a été révélé par une expérience que nous avons faite 
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Qe ae gh OUs2o~ (2) utd Uae Blea, We 154,3 (3) 20 Fe ay a aes 416 (4) 
oie ey eaoeh come (4) AOS ae tery Y 149,75 (4) DA ees 432 (3) 
4, 480,7 (3) vers Ah seer A 4154,5 (4) DOR ree nome. 420 (4) 
5. TSA See e3)) LY Trap ce oe PETC (3) DSiaken ike AAD ie i(3) 
6. 176 (4) tt, See 472 (3) ON aes oa) bs 444 (3) 
lee 451 (3) NGRseme se eats 437,25 (4) 2) eee Gs 103 (3) 
Sia AO BCS) eet tek ay 438,5 (4) 
oy 164.5 (4) ARS ak co 137,75 (4) 


(1) Nombre de boites de Petri qui ont servi a ¢lablir la moyenne. 


en vue de déterminer les causes d’erreurs de cette méthode de 
numération du BCG. 

La durée du contact des bacilles avec le diluant a la tempé- 
rature de la piéce a varié de trois heures pour la premiére série, 
a cing heures pour la derniére (voir fig. 2). 
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Les résultats de ces essais montrent que les variations du temps 
de contact du BCG avec le diluant peuvent constituer une impor- 
tante cause d’erreur. Il peut s’agir soit d’une action toxique du 
diluant, soit d’un effet agglutinant ou conglomérant de ce diluant 
sur les unités bacillaires. 

Toutes les opérations sont faites a l’abri de la lumiére solaire 
directe, dont le pouvoir bactéricide est bien connu. D’ailleurs, 
toute la préparation du BCG est faite dans les mémes conditions. 


Ill. — Valeurs respectives du milieu de Dubos 
et du milieu de Lowenstein. 


Le tableau I indique les résultats de numérations faites a l’aide 
du milieu de Lowenstein et du milieu de Dubos (tableau I, 
17° et 2° colonnes). 


TasLeau 1. — Sensibilités comparées du milieu de Lowenstein (3) et 
du milieu de Dubos ensemencés avec du BCG, avant ét aprés 
lyophilisation. 
| AVANT LYOPHILISATION APRES LYOPHILISATION apace 
LOTS 
Liéwenslein Dubos Léwenstein Dubos Liwenstein | Dubos 
OGignis) cn eeReees 543 000 000 585 000 000 || 62 100 000 72 000 000 41,4 42,3 
Siar Came ohne 435 000 000 | 8041 000 000 || 57 000 000 93 000 000 13,4 41,6 
Lee ame PTS oe 699 000 000 | 744 000 000}) 54 000 000 61 500 000 ths 8,6 
Or. otc enn eee 7150 000 000 | 699 000 000}| 34 500 000 54 900 000 4,6 1,9 
Ae, et Ps Oe | 258 000 000} 174 300 000 9 300 000 44 400 000 4,0 6,6 
Total Paes wise ce 2 685 000 000 |2 970 300 000 |/243 900 000| 292 800 000 40,4 47,0 
Moyenne. - . .| 537 000 000 | 594 060 000}} 42 780 000 58 560 000 8,08 9,4 
Différence 
de pousse entre + 57 060 000 +45 780 000 
les milieux. 


Excédent en faveur du milieu de Dubos : 


57 060 000 x 100 |] 45 780 000 x 100 


537 000 000 42 780 000 
10,6 p. 100 36,9 p. 100 


es ere ee SS SSS SSS SS SSS SS 


Les valeurs obienues montrent que, pour des échantillons 
comparables, le milieu de Dubos est nettement plus sensible. 


(3) Le milieu utilisé est la modification du milieu de Léwenstein 
par Petrik [20]. 
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Néanmoins, il n’est pas sans intérét de noter que, si l’on 
compare sur milieu de Lowenstein et sur milieu de Dubos, les 
teneurs en éléments vivants des mémes suspensions, avant et 
aprés lyophilisation (tableau I, 17°, 2°, 3° et 4° colonnes), on 
observe de curieuses discordances. 

Avant la lyophilisation, le milieu de Dubos donne un nombre 
de colonies plus élevé de 10,6 p. 100 par comparaison avec le 
milieu de Lowenstein. Aprés lyophilisation, le milieu de Dubos 
donne 36,9 p. 100 de plus de colonies. 

Théoriquement, aprés lyophilisation, le pourcentage devrait étre 
sensiblement égal a 10,6 p. 100. 

Il semble donc qu’aprés lyophilisation, un certain nombre 
@unités bactériennes soient inaptes a se développer sur le milieu 
de Léwenstein tout en demeurant vivantes. Nous nous proposons 
d’étudier |’état biologique de ces cellules. 


IV. — Etude statistique de la méthode. 


L’expérience suivante a été faite dans le but de connaitre d’une 
fagon statistique la variation de notre méthode de numération 
du BCG, 


MATERIEL UTILISE. —-Une suspension de BCG dans du milieu 
de Sauton dilué au 1/4, 4 la concentration de 30 mg par milli- 
litre. 

Diluant : eau physiologique gélatinée a 5 p. 100. 


MiLiev bE cuLTURE. — Milieu de Dubos a l’albumine bovine 
(fraction V) et a l’acide oléique. Le BCG fut ensemencé, aprés 
dilution dans 30 séries paralléles de flacons de solution gélatinée, 
dans autant de séries de 4 boites de Petri. La technique indiquée 
plus haut fut suivie dans tous les cas. 

Pour tenir compte des effets du diluant sur la viabilité ou sur 
le nombre des particules, l’expérience fut divisée en trois parties. 
Les deux premiéres parties comprenaient.12 séries et ]a derniére 6. 
Le travail de dilution et d’ensemencement est complété en quarante- 
cing minutes pour chacune des deux premiéres séries et en 
vingt minutes pour la derniére. 

Aprés trois semaines d’incubation, nous avons obtenu les 
résultats suivants : 

Une série était complétement contaminée. 

Quatre séries avaient, chacune, 2 boites contaminées. 

Seize séries avaient, chacune, 1 boite contaminée. 

Neuf séries ne présentaient aucune contamination. 

Les moyennes de 29 séries sont, ainsi, utilisables (fig. 3). 

Le phénoméne de mortalité ou d’agglutination des éléments 
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bacillaires est ici, encore, observé d’une facon sensible. Mais la 
petite différence obtenue ne rend pas impossible l'étude statistique 
de cette expérience. 

A Vaide de ces chiffres, essayons de déterminer l’intervalle de 
confiance pour la moyenne M de la population de laquelle cet 
échantillon est tiré. Comme il s’agit ici d’un petit échantillon, 
nous devons nous servir de la distribution de Student. Or, 
si t,), représente la valeur de ¢ pour n-l. degrés de liberté, de 


Nombre de 
bacilles / MI: 
, 110 
x10? 
105 
100 
95 
90 
85 
£0 
75 
70 
65 
€0 
O'"L2 3 4 5 6 7 B GION 1213 U4 15 16 17 18 19 20 22 22 23 24 25 26 27 28 29 
Lots 
Fie. 3. 
Moyenne du premier groupe : 12 premiéres séries .... . 90, 66 
Moyenne du deuxiéme groupe : 14 séries suivantes. ... . 86, 84 
Moyenne du troisiéme groupe : 6 derniéres séries .... . 82,9 
Moyenne destiroisisroupesi-ireier i st iomeienisiey tele em eoier 87,64 
Moyenne de chaque série : 
Agate Rae G3 Si> (Ais. ge 93232°"(3) im p2lcke eee 84,5 (2) 
Oh rekdap hier fe Shsgee (oe elo Sov iome (YN 20h. Sia Seas 96 (3) 
es ssa D0 lea (SO) ieee Soa cep A Mis) ie 2 a tet es 68,3 (3) 
LER ot, LiL al 3) feasal L! S B <| oe 90 CAE OSB RP a ads 94,5 (2) 
a ce eee 3 1032 1(3)) gal aeeee e S025 Mia 2orae. ina. ae 77,5 (2) 
Gin. tiem 79 (Aik AGeehce sae 95505 Ae) eben eye el ee 86 (3) 
Lah Oats: as Po SO lp Ae) etic dig «ok nous 841 (Qe ec ere 86,7 (3) 
Bric sy Siege OG loa O nal Sha ternacacs Ai Fe fan (3 is oo} ea 84,7 (3) 
Or iste. 404 (2 AOE ee std 9353 (3) ee Oh, et tc ae oe 68 (3) 
AOS LOL &: OS ACE) PBI eee 70 (4) 


sorte que la probabilité soit 0,05 que ¢ > t ,,, alors la proba- 
bilité que 
eam vat to 


est égale a 0,95, soit : 


ee 


= 0,95 (I) 
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x étant la moyenne de |’échantillon de grandeur n, dont l’écart 
quadratique moyen est S. 
Dans le cas présent, nous avons trouvé : 
Kee $7.6, 2K 407 
S= 44,1 X 407 
T= 29 
to,os = 41,704 


Si nous introduisons ces valeurs dans l’équation I nous 
obtenons : 


87,6 X 107 — 98 
Pf coer | tat {=a 


soit : 
P } 84,0 X 107 < M< 9,2 X 107 } = 0,95. 


En d’autres termes, il y a 95 p. 100 de chances que la moyenne 
de la population soit comprise entre les limites 84.0 x 107 et 
Whee * 10F. 

Un écart de cet ordre de grandeur est trés acceptable et indique 
que la technique utilisée est satisfaisante. 


RESUME. 


Dans le but d’apprécier la teneur de suspensions de BCG telles 
qu’elles sont utilisées comme vaccin, en particules viables, les 
auteurs ont mis au point une méthode de numération. 

En réduisant le nombre des opérations de dilutions, en utilisant 
un diluant visqueux, en standardisant, autant que possible, les 
diverses étapes de la technique, en mettant a profit la sensibilité 
du milieu solide de Dubos, la fidélité de la méthode semble trés 
satisfaisante. 

Nous remercions M. le professeur Frappier, directeur de 
l'Institut de Microbiologie et d’Hygiéne de 1’ Université de Montréal 
et doyen de |’Ecole d’Hygiéne, qui a rendu possible |’exécution 
de ce travail dans son service des recherches, en nous accordant 
les moyens matériels nécessaires, ses conseils et ses critiques 
autorisés. 

M. Yvon Grandchamp a bien voulu établir Jl interprétation 
statistique des résultats. 
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RECHERCHES 
FAITES AVEC LES MYCOBACTERIES MARQUEES 


I. — MYCOBACTERIUM PHLEI ET RADIOPHOSPHORE : 
TECHNIQUE D'OBTENTION 
ET VITESSE D'UTILISATION DU PHOSPHORE EXOGENE ‘!) 


par Joseph STERNBERG et Mariz-Oirca PODOSKI. 


(Institut de Microbiologie et d’Hygiéne 
de l'Université de Montréal.) 


La microbiologie a été assez lente a introduire les isotopes 
radio-actifs dans son arsenal technique. L’ensemble des travaux 
publiés dans ce domaine jusqu’en juillet 1951 [28] n’excédait pas 
5 a 6 p. 100 des quelques milliers de recherches faites 4 l'aide 
des radio-isotopes. Encore faut-il remarquer que presque 
80 p. 100 de ces travaux concernent des problémes de biochimie 
ou de physiologie microbienne, ou se rapportent a la pharma- 
cologie des agents antimicrobiens (sulfamides, antibiotiques) ou 
a des recherches in vitro, dans lesquelles le microorganisme joue 
parfois un réle accidentel, par exemple comme agent de synthése. 

Le nombre des recherches in vivo faites 4 l’aide des microbes 
marqués se trouve ainsi réduit 4 1-2 p. 100 du total des travaux. 

Pourtant, c’est la recherche in vivo qui constitue l’application 
la plus riche en possibilités de la technique des corps marqués, 
laquelle offre un moyen élégant d’aborder certains aspects du 
substrat biochimique du mécanisme de J infection ou du_pro- 
cessus de défense de l’organisme. 

Mais ce retard s’explique aisément lorsqu’on examine les diffi- 
cultés techniques de Vabord du probleme. La radiomicrobiologie 
est, en quelque sorte, la résultante de l’interpolation de ses deux 
sciences-méres, la microbiologie et la radiobiologie. Chacune de 
ces disciplines craint |’influence nocive que 1’élément manipulé 
— microbe ou rayonnement — peut avoir sur la précision expé- 
_ rimentale ou sur le travailleur luieméme. Ensuite, une au moins 
des qualités essentielles du microbe ou de l’isotope ne peut pas 


(1) Ce travail a été exécuté avec l’aide du Ministére de la Santé de la 
Province de Québec (Subvention fédérale-provinciale 4 la recherche sur 
la Santé publique). 
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etre modifiée : il s’agit du développement du microbe et de la 
nature, de l’énergie et de la période de vie de la radiation de 
isotope ; ce sont ces paramétres qui déterminent les conditions 
expérimentales. 
Quelques exemples concrets sont nécessaires pour une meil- 
leure compréhension de la maniére dont on détermine les condi- 
tions expérimentales. Soient deux souches de microbes hypothé- 
liquement identiques en ce qui concerne leur composition 


— ne 


eo 


Tossance db IY —— 


mg 


coups/ee milieu 


en 
en 


ACTIVITE 
POIDS 


ee JOURS , oe) 1415 
Fic. 4. — Interpolation de la courbe de croissance du microbe 


avec la courbe de décroissance de l’isotope; cas des microbes & croissance rapide. 


chimique ou leurs propriétés biologiques, mais de vitesses de 
croissance différentes. La premiére souche (figure 1) donne un 
poids microbien de 1 mg par millilitre de milieu en 48 heures, 
tandis que la seconde (figure 2) ne donne le méme poids qu’au 
bout de 14 jours. La méme quantité initiale d’isotope est ajoutée 
a ces cultures, soit 1 microcurie (3,7 x 10* coups/seconde) par 
millilitre. Mais, pour 3 isotopes de période de vie différente 
(*C, 5000 ans ; **P, 14 jours et **Na, 14 heures), le simple fait 
de V’interpolation des courbes de décroissance du radio-isotope 
et de croissance du microbe conduira a des résultats entiérement 
différents, comme le montre le graphique de la figure 1. Ainsi, 
au bout de 48 heures, 1 mg de microbes contiendra 12 p. 100 de 
**Na (46 200 c./sec.), 86 p. 100 de *P (818 200 c./sec.) et 
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100 p. 100 de *C (870 000 c./sec.). La seeonde culture (figure 2) 
sera pratiquement dépourvue de radiosodium (0,02 c./sec.), mais 
contiendra la méme quantité de radiocarbone. 

Mais le probleme se complique encore lorsqu’il s’agit de faire 
des expériences in vivo avec les microbes marqués, car il faut 
ajouter encore deux facteurs limitant la liberté expérimentale, 
savoir : la quantité de microbes injectés a l’animal et le temps _ 
nécessaire 4 la production de J’infection expérimentale. Par 


| 


Fie. 2. — Interpolation de la courbe de croissance du microbe 
avec la courbe de décroissance de l’isotope; cas des microbes a croissance lente. 


exemple, dans le cas du BOG, le temps minimum requis pour le 
cobaye est de 4 semaines et la dose optimum de germes 1 mg 
(poids humide). La quantité d’isotope intégrée dans les consti- 
tuants du microbe doit étre calculée de telle maniére que les 
deux facteurs de diminution de la radio-activité : 1° la dilution 
de Vélément due a la dissémination des microbes marqués dans 
Vorganisme, et 2° la décroissance propre a |’élément radio-actif, 
donnent a4 la fin de l’expérience des activités encore mesurables 
par unité pondérale d’organe. Le graphique 3 montre la diffé- 
rence entre les doses initiales 4 introduire dans les milieux de 
culture dans les précédents pris comme exemples. Si le carbone 
et le phosphore entrent facilement dans les possibilités expéri- 
mentales, par contre, les quantités de radio-sodium requises 
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équivaudraient a 10° tonnes de radium Ves done, les ti _— 
métres qui déterminent les conditions expérimentales piven 
croiser un troisiéme, celui du maximum de radiation permise 
pour la vie du microorganisme ainsi que pour la sécurité du tra- 
vailleur. Heureusement, Ja résistance des microbes est assez 
grande, du moins dans le cas de ceux que nous étudions. Pour 
Escherichia coli, Schmidt [24] a établi la dose stérilisante (en 
48 heures) autour de 1000 microcuries par millilitre ; Bonét- 
Maury signalait qu’il lui avait été possible de dépasser de beau- 
coup cette dose [8]. Pour l’ceuf incubé avec le virus de la grippe, 
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Fic. 3. — Interpolation de la courbe de croissance du microbe et du temps 
de Vinfection expérimentale avec la courbe de décroissance de l’isotope. 


Graham indique d’abord des doses trés faibles [44] — autour 
de 0,3 microcuries par ceuf — pour rectifier et augmenter la dose, 
dans une publication ultérieure [42] jusqu’a 1 millicurie par ceuf. 
Quand l’expérience est faite sur l’animal, les mesures de I’acti- 
vité sont encore fonction de la nature et de l’énergie du rayon- 
nement de isotope et, surtout, de l’adsorption du rayonnement 
dans les tissus qu’il traverse jusqu’a l’appareil de mesure. Les 
isotopes 4 radiation 6 faible, comme le **C ou le *°S ne sont pas 
décelables in vivo dans ces conditions. Les meilleurs radio- 
éléments sont, dans ce cas, les émetteurs de rayons y CI ou 
**Na) dont la radiation peut étre détectée a distance. Les critéres 
donnés par les cliniciens pour la détection in vivo des radio- 
éléments pour les nécessités de la clinique humaine [22, 30] ne 
Sappliquent que partiellement en radiomicrobiologie. 
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Outre ces considérations spécifiques de la nouvelle discipline, 
il faut tenir compte d’autres, rencontrées dans tout travail fait 
a l’aide des radio-isotopes. Il s’agit d’abord de la réaction 
d’ échange, espéce de « diffusion a l’échelle de l’atome », réaction 
qui facilite le déplacement de l’atome marqué dans le milieu 
environnant ou simplement le transfert de sa charge électrique. 
sans qu’aucune réaction chimique décelable ait lieu. Il semble 
que les atomes intégrés dans les structures moléculaires plus 
compliquées (corps organiques) fassent des échanges plus diffici- 
lement que ceux intégrés dans des structures simples (corps 
minéraux) [7]. Ce probleme prend une importance capitale en 
radiomicrobiologie lors de Videntification d’un microbe marqué 
in vivo. Comme le seul critére pris par l’expérimentateur est 
celui de la détection d’une propriété physique non spécifique du 
microbe, il faut s’assurer par tous les moyens que la radiation 
captée est émise par un atome intégré dans le*corps microbien 
et non par un atome échangé avec le milieu extérieur. Ici aussi, 
le contréle fait en radiobiologie doit étre doublé par un autre, 
spécifique de la radiomicrobiologie. A la différence des recherches 
faites sur les grands animaux, il est matériellement impossible 
de savoir, 4 premiere, vue, si le microbe marqué est mort ou 
vivant. Il est évident que les échanges du microbe vivant doivent 
étre différents de ceux qui doivent se passer entre les constituants 
du microbe mort et le milieu environnant. Actuellement, le 
controle de ce processus est réduit 4 la méthode bactériologique 
de la réinoculation des microbes et de la numération des cultures 
qui en résultent [9]. Quant au contréle des réactions d’échange 
des microbes vivants, Labaw, Mosley et Wyckoff [17] ont indiqué 
une technique consistant dans la réinoculation des microbes 
lavés dans un milieu de subculture identique au premier, mais 
inactif. Suivant ces auteurs, une activité décelée immédiatement 
dans le milieu témoigne d’une réaction d’échange passive, tandis 
que l’apparition tardive d’une activité révéle la mort des microbes 
et la mise en liberté ultérieure de l’isotope. 

Nous avons complété la technique en mesurant les échanges 
entre les microbes marqués et un milieu dont la structure se 
rapproche le plus possible de celui du milieu interne de l’animal 
ou se fait l’expérience in vivo; en méme temps, nous avons 
contrélé les échanges des microbes marqués tués, en vue d’avoir 
un élément de référence pour la mesure des échanges entre les 
microbes vivants et le milieu. Ces techniques seront exposées en 
détail dans la partie expérimentale ; de plus, tous les points 
techniques soulevés ont déja été exposés ailleurs [28, 29, 28). 

En conclusion, les conditions déterminantes des recherches avec 
les microbes marqués sont au moins au nombre de trois, savoir 


La courbe de croissance du microbe étudié ; 
Annales de l'Institut Pasteur, t. 84, n° 5, 1953. 55 
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La période de décroissance de Visotope employé ; 

La nature et l’énergie de rayonnement de cet isotope. 

Il faut ajouter encore que le role métabolique de |’ élément stable 
correspondant a l’isotope employé doit étre assez important dans 
la vie du microorganisme étudié pour qu’il en justifie le choix. 

Pour les recherches préliminaires, le radiophosphore corres- 
pond a tous les critéres sus-mentionnés. Sa période, son rayon- 
nement p fort et son importance métabolique prépondérante Je 
rendent supérieur aux autres, comme le radiosodium ou le radio- 
iode, qui ont une émission y fort désirable pour les recherches 
in vivo, mais, par contre, dont la période trop courte ou l’impor- 
tance métabolique réduite en rendent l’application difficile. 

Nos recherches ont été orientées vers |’étude de la technique 
d’obtention des mycobactéries marquées au _ radiophosphore. 
Avant de passer au BCG et au Mycobacterium tuberculosis hom., 
nous avons choisi un microorganisme a croissance plus rapide, 
Mycobacterium phlei. 11 faut remarquer que des recherches avec 
des mycobactéries marquées ont été déja publiées depuis plu- 
sieurs années. Ainsi Hevesy et Jensen [44] ont utilisé le radio- 
phosphore pour l’obtention des mycobactéries marquées. Ces tra- 
vaux ont été repris par Strém [84, 32], qui est le premier en date 
a avoir fait des essais in vivo ; il a recherché la dispersion des 
microbes chez les animaux et méme chez homme. Les microbes 
marqués ont été obtenus en ajoutant du *?P sous forme minérale 
au milieu de Sauton inoculé. La dose initiale d’isotope n’est pas 
indiquée, pas plus que l’activité spécifique du milieu. Les 
microbes sont centrifugés, lavés cing fois, puis injectés au 
cobaye. Aprés des périodes de temps variable, de 4 A 96 heures, 
Vanimal est sacrifié, ses organes sont prélevés et leur activité 
mesurée par unité de poids. Nous avons essayé de synthétiser 
les résultats de ces auteurs, en prenant |’activité tissulaire du 
poumon comme unité et en référant les autres a celle-ci. Le 
graphique suivant présente Jinterprétation des résultats de 
Strom et Rudback (figure 4). 

On voit que les ganglions lymphatiques ont une activité tissu- 
laire relative augmentée, indépendamment du microbe employé, 
pouvant aller jusqu’a 800 p. 100 de celle du poumon. 

Dans une recherche ultérieure, Strdm et Widstrom [33] 
injectent du BCG marqué chez homme, par voie sous-cutanée. 
Ils apprécient ensuite la vitesse de dispersion du microbe, en 
mesurant l’'activité des régions adjacentes au lieu d’inoculation 
avec un compteur de Geiger appliqué sur la surface de la peau. 
Ils donnent ainsi comme valeur de dispersion du BCG dans 
lorganisme humain, la vitesse de 18 cm par 10 minutes sur le 
trajet des lymphatiques du bras. Quelle que soit importance de 
ces travaux préliminaires, il faut remarquer que les conditions 
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expérimentales que nous venons d’exposer dans la premiére 
partie n’ont pas été entiérement respectées. Ainsi, |’absence 
d’expériences in vitro sur les réactions d’échange possibles ne 
permet pas d’affirmer avec certitude que la radiation détectée 
correspond a un atome chimiquement intégré dans le microbe. 
Des contréles bactériologiques paralléles, ainsi que la détermi- 
nation des taux des activités spécifiques des organes analysés 
auralent pu augmenter la valeur de ces résultats. 

Kaplan, Traum et Bankowski [15] ont marqué des mycobac- 
téries avec du radiophosphore introduit sous forme de phosphate 
minéral dans le milieu de Sauton (approximativement 1 microcurie 


Fic. 4. — Dispersion des mycobactéries marquées au radiophosphore; 
graphique fait d'aprés les données de Strém et Rudback (32). 


par millilitre de milieu). ‘Les bacilles sont centrifugés et lavés 
jusqu’a la disparition de l’activité des eaux de lavage, puis remis 
en suspension dans un tampon. L’activité de la suspension est 
mesurée et comparée a la turbidité, déterminée par néphélométrie. 
Les auteurs indiquent une formule qui donne le poids en milli- 
erammes de la culture microbienne, a partir de l’activité mesurée : 


S—F 
Poids sec en mg : aa i dans laquelle : 


S, activité totale par millilitre de suspension. 

F, activité par millilitre de filtrat (sur membranes gradocol). 

B, activité par milligramme de poids sec de bacilles. 

Si les réactions d’échange entre le phosphore minéral du 
microbe et celui du milieu ne se produisent pas pendant la filtra- 
tion, la formule peut étre employée dans les recherches radio- 
microbiologiques. Toutefois, les auteurs ne préconisent pas le 
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remplacement de la numération microbienne par néphélometrie 
par la mesure de la radio-activité, qu’ils prennent comme critere 
de comparaison avec les autres procédés de numération. Citons 
encore les travaux de Erlenmeyer, Noll et Sorkin [24] qui 
concernent l’action de quelques produits bactériostatiques sur les 
mycobactéries. Ils emploient le para-aminothiazol marqué au radio- 
soufre et ils déterminent la quantité de *°S incorporée dans les 
microbes dans différentes conditions expérimentales. ‘Les résultats 
montrent un parallélisme entre la quantité de soufre incorporée 
dans le microbe et l’activité bactériostatique du produit. 

Ces quelques exemples tirés de la littérature renforcent l’opi- 
nion que la certitude d’un travail correct in vivo ne peut étre 
obtenue qu’aprés une étude préalable du comportement in vilro 
du microbe et de Visotope. Il faut vérifier d’abord si l’isotope est 
réellement intégré dans les constituants chimiques du microbe ou 
s'il est simplement adsorbé a la surface du microorganisme. Dians 
le premier cas, il faut ensuite s’assurer si l’isotope est fortement 
fixé dans la structure moléculaire d’un constituant chimique ou 
s'il s’échange avec le milieu environnant, soit pendant la vie, 
soit aprés la mort du microbe. Enfin, cette certitude ne peut-étre 
obtenue qu’aprés l'étude de la répartition du radio-élément dans 
les différents constituants chimiques du microorganisme. 

C’est ce schéma qui nous a servi de guide dans les expériences 
rapportées dans cette note. 


PARTIE EXPERIMENTALE. 


TECHNIQUES. — a) Obtenlion des mycobactéries marquées. 
— Des cultures de Mycobacterium phlei ont été obtenues en ino- 
culant 0,3 ml d’une suspension de M. phlei agée de 6 a 8 jours, 
dans un milieu de Dubos sans glucose. A ce milieu l’on ajoute 
une solution de phosphate de sodium radio-actif de pH 7,0 et 
mesurant une activité telle que la dilution dans le milieu (habi- 
tuellement dix fois le volume de la solution radio-active) donne 
respectivement une activité de 0,1 microcurie par millilitre, 
1 microcur:e par millilitre, 10 microcuries par millilitre et 
100 microcuries par millilitre (une seule expérience avec la der- 
niére dose) le jour de inoculation. Les activités spécifiques des 
milieux de culture se calculent en rapportant au microgramme 
de phosphore inactif du milieu, comme suit : 

Phosphate monopotassique e815) Serer - 4,0 g : 226 mg P minéral. 
Phosphate disodique te eee be ee sae) 66,3 8: 545 mg P minéral: 
Hydrolysat de caséine (P-sérine) - +++. . 40 cm? : 15 mg P org. (40-20). 
Pour 1 000 ml. , 

Le phosphore se trouve done & une concentration de 780 a 
790 microgrammes dans 1 ml de milieu de Dubos, desquels seu- 
lement 1,2 4 2,5 p. 100 sont constitués par du phosphore orga- 
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nique, Je reste étant du phosphore minéral. I] s’ensuit done que 
les activités spécifiques du milieu seront : 


Pour 0,4 microcurie/ml . . 0,4 pe/770 pw “P: 3 00 coups/minute/yg 3'P. 
Pour 1 microcurie/ml. . . 4 pe/770 ug #*P : 3 000 coups/minutes/yg P. 
Pour 10 microcuries/ml.. 10 yc/770 wg *P : 30 000 coups/minutes/pg *P. 
Pour 100 microcuries/ml . . 4100 wc/770 wg #4P : 300 000 coups/minutes/pug 3'P. 


(Rappelons que 1 microcur:e = 3,7 x 10*-¢./s;) 

Les solutions de phosphore radio-actif sont préalablement stéri- 
lisées par irradiation pendant 2 a 3 heures sous une lampe 
a rayons ultra-violets (lampe germicide fluorescente) placée dans 
la chambre protectrice du laboratoire « chaud », le dry box de 
la littérature américaine [4, 23]. Ce systéme est plus str que la 
stérilisalion par autoclave; lapparition de substances muta- 
genes aprés irradiation peut étre évitée, d’aprés Rubin [23], 
en irradiant quelques heures avant l’inoculation, afin que les 
oxydes formés se décomposent. 

Les cultures sont faites dans des tubes vissés, dans lesquels 
se passent presque toutes les opérations ultérieures. Les tubes 
sont mis dans l’étuve pendant des périodes différentes, entre 
6 heures et 360 heures. Aprés la période d’incubation, les tubes 
sont maintenus pendant quelques heures a Ja glaciére, puis centri- 
fugés a froid a 2000 tours pendant 30 minutes. Toutes les 
opérations de lavage se font ensuite a basse température et le plus 
rapidement possible. 

b) Contréle de lVadsorption de surface. — Deux séries de 
cultures centrifugées sont remises en suspension respectivement 
dans 10 ml d’eau distillée et 10 ml de solution M/1 000 de phos- 
phate disodique. La suspension est centrifugée de nouveau 
pendant 30 minutes, puis on répéte le lavage cing a six fois, 
jusqu’a ce que l’activité des eaux de lavage atteigne un minimum, 
sans qu'il soit cependant nécessaire qu’elle disparaisse comple- 
tement. Des mesures comparatives des activités des eaux de 
lavage obtenues par ces deux procédés montrent qu’un accrois- 
sement de l’activité de la solution de phosphate serait, d’aprés 
Labaw, Mosley et Wyckoff, la preuve d’une adsorption de surface, 
c’est-a-dire d’une liaison physique de l’isotope sur la membrane 
microbienne. Le Javage avec une solution phosphatée de faible 
concentration faciliterait sa mise en liberté. 

c) Contréle des réactions d’échange. — ‘Les réactions d’échange 
suivantes sont contrdlées : 1° aprés inoculation dans un milieu 
de culture de constitution identique ou différente du premier et 
2° apres chauffage des microbes marqués et réinoculation dans un 
milieu identique ou différent. 

‘Les cultures lavées comme il est indiqué plus haut sont réino- 
culées dans un milieu de Dubos contenant 10 p. 100 d’une solution 
de phosphate de sodium, 4 1 p. 100, l’équivalent du titre en 
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phosphore de la solution radio-active. Des échantillons sont 
prélevés aprés 1, 2, 4, 6, 12, 24, 48 et 72 heures. Apres centri- 
fugation et lavage (trois fois 4 l’eau distillée), le milieu est filtré 
sur amiante ou verre fritté et son activité est mesurée. D’aprés 
Labaw, Mosley et Wyckoff, la réaction d’échange se traduit par 
apparition immédiate de phosphore radio-actif dans le milieu, 
tandis qu’une apparition tardive plaide plutot pour une mise en 
liberté de Visotope résultant de la mort du microorganisme et 
de la désintégration..de ses constituants. 

La méme opération est répétée en inoculant les microbes radio- 
actifs dans un milieu a l’extrait de cervelle et de coeur, dont la 
formule suivante se rapproche davantage de celle du milieu 
interne que celle du milieu de Dubos : 


Infusion de cervelle de veau ......:.--. 200/41 000, 200 g 
Infusion de caeur-de boeufs 2...) 2 2) as ee 250/1 000, 250 g 
Protéase. Peptone:DilcOper- |. 4 sce eee 10 g 

Bacto, Dextrose) 0.60 cunt ce eee 2g 

NA re erate ha ee ty. Meat eae ts aeae Reena 5g 

PO, Nag ll Ser siie ae sice s Aspe ee ee 2-5 g 
Bawidistilléeh a3 ges ie ae eee peta Q.S.P. 41 000 g 


Enfin le controle des réactions d’échange des microbes tués est 
fait en étudiant parallélement deux cultures identiques, dont l’une 
a été préalablement chauffée pendant 1 heure a 60° C. 

Des contréles bactériologiques des caractéres morphologiques 
et tinctoriaux des microbes sont pratiqués pendant les opérations 
citées. 

d) Etude de la répartition et de Vutilisation du P exogéne. — 
Le dosage des fractions phosphorées est une adaptation de la 
méthode de Schmidt et Thannhauser [25] et de ses modifications 
ultérieures [49, 41]. Les fractions dosées sont: le P minéral et 
organique acido-soluble, le phosphore lipidique et le phosphore 
nucléoprotéique. 

a) Dosage du phosphore totdl (*'P et **P). — Les cultures lavées 
sont desséchées 4 110°; on y ajoute 0,25 du mélange sulfo- 
perchlorique de Lematte-Boinot (1), puis le tube est chauffé 
prudemment dans un bain de sable jusqu’a la décoloration 
compléte du liquide et avant l’apparition des fumées blanches, 
qui entrainent du pentoxyde de phosphore, provoquant ainsi des 
pertes d’isotope. Le liquide clair est amené 4 10 ml avec de l’eau 
distillée, puis neutralisé avec une pincée de CO,Na, sec; une 
partie aliquote est prélevée pour le dosage du phosphore {40} ; 
dans une autre, le phosphore est précipité sous forme de phospho- 
molybdate d’ammonium et son activité est mesurée. Ce procédé 
a l’avantage de ramener toutes les formes de radio-phosphore 


(1) 6,5 parties acide perchlorique pur et 3,5 parties acide sulfu- 
rique pur. 
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sous la méme forme finale et d’éviter ainsi les erreurs de mesure 
de Vactivité dues a la self adsorption du rayonnement. 

6) Dosage du phosphore acido-soluble. — Le culot microbien 
est lavé successivement avec 10 ml d’acide trichloracétique 
a respectivement 10, 5, 3, 3, et 1 p. 100, puis deux fois 4 l’eau 
distillée. Tous les lavages doivent étre faits 4 froid (+4°). Entre 
chaque lavage, le culot est centrifugé pendant 20 minutes, dans 
une centrifugeuse réfrigérée. [Les solutions de lavage sont réunies, 
filtrées sur amiante ou verre fritté, puis l’on effectue le dosage du 
phosphore minéral et du phosphore total d’aprés les techniques sus- 
mentionnées. La différence entre le phosphore total acido-soluble 
et le phosphore minéral donne la valeur du phosphore organique 
acido-soluble. La mesure de l’activité se réduit ici a celle du 
phosphore total acido-soluble, la séparation des deux fractions 
n’est pas nécessaire dans les conditions de la présente expérience. 

vy) Dosage du phosphore lipidique. — Le résidu microbien est 
introduit dans un micro-Kumagawa et extrait pendant 12 heures 
avec 50 ml d’un mélange alcool-éther-chloroforme (1:2:2). Aprés 
extraction, le mélange de solvants est filtré sur amiante, puis 
évaporé sous pression réduite. Le résidu est transvasé quantita- 
tivement dans une ampoule a séparation avec 10 ml de chloro- 
forme ; deux lavages a l’eau distillée et avec une solution de 
NaCl a5 p. 100 lui enlévent les phosphates minéraux qui auraient 
pu étre entrainés par l’extraction alcoolique [6]; les eaux de 
lavage doivent étre inactives [43]. Le chloroforme est évaporé, 
le résidu est pesé, puis digéré au mélange sulfo-perchlorique et 
le **P ainsi que le **P sont dosés. Le P lipidique représente 
environ 4,25 p. 100 des phospholipides dans les tissus animaux 
et seulement 1 4 2 p. 100 chez les mycobactéries [48]. 

8) Dosage du phosphore nucléoprotéique. — Les microbes déli- 
pidés sont digérés pendant 24 heures entre 37° et 50° avec 10 ml 
de NaOH N/1, suivant la technique de Schmidt et Thannhauser. 
Dans le liquide d’hydrolyse, V’acide désoxyribonucléique peut 
étre reprécipité par de l’acide trichloracétique 4 5 p. 100; sa 
valeur retranchée du total permet de déterminer le phosphore 
de Vacide ribonucléique. Cette technique n’est pas entiérement 
satisfaisante pour le dosage des acides nucléiques chez les myco- 
bactéries, aussi l’avons-nous complétée par la technique indiquée 
par Boivin [2]: extraction avec l’acide trichloracétique a chaud 
(méthode de Schneider [26]) et, finalement, avec ’hydrolyse enzy- 
matique faite a l’aide de la ribonucléase et la désoxyribonucléase, 
techniques qui seront exposées ailleurs. 

s) Dosages radio-chimiques. — Comme il a été déja indiqué, 
toutes les fractions phosphorées obtenues sont digérées, puis 
précipitées sous forme de phospho-molybdate d’ammonium. Le 
précipité est mis dans des cupules, desséché sous lampe infra- 
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rouge ou a 80° C, puis son activité mesurée soit dans le simple 
compteur-cloche, soit avec le compteur 4 courant de gaz continu 
(Pre flush flow counter RCL) qui augmente la sensibilité de la 
mesure, faite directement dans le compteur sans ]’écran adsorbant 
de la fenétre de mica. 

Les chiffres sont rapportés aux taux de *'P de la méme fraction 
et donnent ainsi l’activité spécifique de la fraction, seul critére 
radio-biologique de la vitesse de synthése ou d’utilisation du 
phosphore nouvellement introduit dans un constituant chimique. 
Les mesures radio-chimiques et leur interprétation ne sauraient 
étre completes qu’en étant exprimées dans ces termes ; la vitesse 
de synthése (temps de « turnover ») s’applique plutdt dans les 
expériences de physiologie microbienne. 


I. — R&ESULTATS EXPERIMENTAUX. 


1° D&TERMINATION DE LA RESISTANCE DES MYCOBACTERIES AUX 
RADIATIONS DU RADIO-PHOSPHORE UTILISE. — La mesure de la 
turbidité des cultures de Mycobacterium phlei radio-actives 
comparée a celle des cultures témoins (spectrophotométre 
Beckman, 625 mu) ne donne pas de différences significatives. 
Ce procédé a été remplacé par la détermination du poids sec des 
cultures lavées et centrifugées ; la grande difficulté de faire une 
suspension homogéne de Mycobacterium phlei, ainsi que la pro- 
duction de pigment en quantité variable enlévent de la valeur 
a la premiére méthode, beaucoup moins longue que celle gravi- 
métrique adoptée. 

Les résultats sont exposés dans le tableau I. 


Tasteau I. — Poids sec de Mycobacterium phlei provenant de 90 ml de 


culture sur milieu de Dubos 4gée de 7 jours. (Aprés cing lavages 
a lVeau distillée.) 


32P POIDS SEC 
7 ’ s VARIAT 
en microcuries/ml eS ae p. 100 


Témoin inactif . 
0,1 microcurie . . 
4 microcurie 


40 microcuries .. . 


100 microcuries (un seul échant.) 


865 


MYCOBACTERIUM PHLEI ET RADIOPHOSPHORE 


006 


08€ 
OW” 
09S 
ose 
007 
O0L 
o0€ F 
008 9€ 


‘000 11m aroydsoyg (q 


OVE 


ood 


pen/o" ONT 


OI 
ete 
OSE 
0S6 
00€ 
009 
OOF 
000 Sé 


‘aaqusip nog (e 


[a/ar! OF qur/orl Qty per/oe) yy 
1210} 


AGINOIT 
ALIALLOV 


‘{u1/sdnoo ue onjosqe anoeTea ‘ebearl op xnea sop oytaAT—Oy — 


‘TL AVaTEV 


OuaWON 


tO OD SH 2D COE 


ANNALES DE L°INSTITUT PASTEUR 


866 


oor ‘d 


000 9S€ J 
00S 746 
OO) 7&1 
OL8 L 


Cele 
¥‘0F 
607 
SOY 


000 ete J 
0OL SIZ 
00€ SIT 
069 9 


000 G12 J 
OOL SIG 
009 FIT 
OLS 9 


« 
‘ 
‘ 
‘ 


4 
¥ 
€ 
ve 


MRrOWN 
ooo 


000 Gté + 6 
009 €t¢ L 
001 FIT ¥ 
OL? 9 1 


‘OF OOL €0% TF 
“68 006 TS 
“6g 001 SIT 
“OF OLG 9 


"91720499 78 4nd ap uowsnf{uy “naz ap jw cg suDP SspoUsUWasuA Ja .99 D aunay aun saf/nvYya saqoun. 


008 
00} 
006 
GGL 


VS 
LG 
et 


00S 


samoy FZ 


0‘¢ 
By 
G‘y 
0‘F 
‘a 


00S 84 
00” &¢ 
008 GF 
0L9 


07 


006 &rT 
007 %% 
OOL Gt 
GLO 


6° 
a 
& 

G° 


OD SH SH 


. 


if 
if 
“y OLY 81 
€ 


009 TE 
0GE &% 


Ge9 


7190189 12 UNDO ap Uoisnfu] “nay ep Jw og SUDP saoUamasUA sz~UDAIA SaqgovoI of 


¥CY 00% 7S 1 137 006 cee tT] ~=Silk 006 Et ra 007 708 I 
StF 000 &gz ey 006 1&3 6 ‘07 008 64% 8 ‘07 008 87z 
8°17 008 OT 9°17 07S OF GW 002 601 6 ‘Or 008 901 
6‘0F 008 9 LOY OLS 9 ¥‘07 03 9 g°68 001 9 
qn ap narjiu ap ]U og sUDpP SadUaWAaSUAa—U Ja aunay aun quDpUad 99 D saf/nvyd saqouo1py 0 
0‘ | 00L 9LT 6‘F 008 SLT 8°F O0L 694 gy 00L 691 
oy 0&3 6% gy 083 63 ae a 009 8% 7 009 83 
Gy | OSE OF oF OSE OF G‘y OSE OF °F 0ST OF 
0° 069 6‘ 709 6‘ 709 9‘ 84g 
‘(sjupara saqgouorm) soqng ap Nai]IU Ap ]U CZ SUDP SIIUAWMASUA SaqgoLILP of 

| rae ES 

oor ‘d soimoy g oor ‘d samoy F oor ‘d somnoy Z oor ‘d einoy F 


IN YVd SdNOD NA AYOALTAO-SNOS aa AATIIN OG ALIAILOV 


a 


II] AVaTavVy, 


* 000 £46 @ 
* 000 7&S 
000 98¢ 

* 00€ ST 


* 000 $98 @ 
000 0&$ 

* 000 €8@ 
008 91 


* 000 9917 € 
"000 019 

* 000 €8¢ 

* 007 GT 


* 000 SES € 
* 000 089 

* 000 0&6 

* 00S SF 


QIVILINI JLIATLOV 


MYCOBACTERIUM PHLEI ET RADIOPHOSPHORE 867 


2° CONTROLE DE L’ADSORPTION DE suRFAcE. — Le tableau II 
montre activité exprimée en coups/ml liquide de lavage (eau 
distillée et phosphates M/1 000). Les valeurs sont ramenées a 
Pactivité du jour de l’inoculation. 


3° CONTROLE DES REACTIONS D’ECHANGE. — Les résultats exposés 
dans le tableau III montrent l’activité des milieux de sous-culture 
homologues et hétérologues, mesurée a des intervalles variés. 


4° “UTILISATION DU PHOSPHORE EXOGENE. 


Tasceau IV. — Tableau du taux en *!P et 2P de Mycohacteriu-phlei 
(25 ml de milieu de Dubos, 0,3 ml inoculum). 


32p 32p /3'P 


en coups/culture en coups/pg 34P 


31p 


pe/culture 0,1 pe diac 10 pe 0,1 pe 1 pe 10 pe 


2410 
990 
535 
445 
790 
750 
680 
345 
140 
955 
720 


257 2 830 33 160 11,5 785 
675 1 220 85 400 71,4 760 
944 40 290 | 121 200 66,3 725 
260 13 990 | 463 920 62,4 693 
420 415 300 | 186 300 59,4 640,41 
4710 15 910 | 194 500 58,6 634 
492. 16 160 | 202 700 56,5 612 
493 16 070 | 499 4100 55,4 593 
415 45 470 | 487 700 53,6 586 
448 15 600 | 193 400 52,4 564 
428 45 540 | 187 490 54,2 556 


O D-~1-1-1-3 -10 WD 
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ATFAURPOWNSe wow 
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Eee ee eee 


II. — Discussion DES RESULTATS. 


a) INFLUENCE DES RADIATIONS 6B SUR LA CROISSANCE DE Mycobac- 
terium phlei. — Les doses employées (jusqu’a 100 microcuries 
par millilitre) n’ont pas donné de variation appréciable dans la 
croissance du Mycobacterium phlei. Ceci donne une marge de 
sécurité légerement plus grande que celle constatée par Schmidt 
pour la croissance d’Escherichia coli (24]. D’aprés cet auteur, 
la dose qui produit une diminution de 50 p. 100 de la culture 
au bout de 24 heures et une stérilisation compléte au bout de 
5 a 6 jours serait d’environ 1000 microcuries par millilitre 
(fig. 15). La dose 4 laquelle nous nous sommes fixés — entre 25 
et 50 microcuries par millilitre — est faiblement toxique pour les 
coliformes, et reste sans effet statistiquement appréciable ‘sur 
Mycobacterium phlei. Quant a Ja possibilité de mutations produites 
par les radiations aux doses employées dans les conditions de 
notre expérience [20], l’état de nos recherches ne nous permet 
pas de tirer des conclusions. Des formes anormalement grandes 
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et non acido-résistantes ont été parfois observées a:nsi qu'un 
changement macroscopique dans l’aspect des cultures, mais ces 
phénoménes seraient plutot un caractére de Mycobacterium phlei, 
car nous avons constaté les mémes aspects dans les cultures 
témoins « inactives ». 

b) La question se pose de savoir si la radiation introduite dans 
Yorganisme de l’animal injecté pourrait exercer une influence 
cur lui. La masse microbienne injectée peut atteindre 1 mg (en 
poids sec), ce qui revient a diffuser de 0,05 4 0,1 microcurie dans 
un minimum de 250 e d’organisme animal. Comme le minimum 


6o} 


hy pu sdno® Ww 


Fic. 5. — Controle de l'adsorption de surface. Activité des eaux de lavage, 
valeur absolue. 


de dose nocive est aux environs de 1 millicurie par animal (200 g), 
il ressort que Ja quantité introduite est dix mille a vingt mille fois 
plus faible que la limite permise. Le seul effet de l’isotope est, 
dans ce cas, le marquage des constituants chimiques des microbes 
a une concentration suffisante pour en permettre l'étude in vivo. 


c) ADSORPTION DE SURFACE. — Quelle que soit la quantité initiale 
de radio-phosphore introduite dans le milieu de culture, les deux 
premiers lavages réussissent a en enlever 99,5 A 99,7 p. 100, les 
lavages ultérieurs ne détachent que des quantités insignifiantes 
disotope. Il est inutile de chercher a obtenir la disparition 
compléte de l’activité des eaux de lavage, car ceci peut nuire 
a la précision expérimentale. La courbe rapidement descendante 
de l’activité redevient légérement ascendante (fig. 5 et 6); ce 
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phénoméne, paradoxal en apparence, est dd a la mise en liberté 
du phosphate minéral et du phosphate acido-soluble, fait qui se 
produit avec tout tissu trop longuement lavé [25]. La technique 


‘Adsorption de surface 
1: eau distillee 
2: phosphate m/foco 


10° 


(6) 


Fic. 6. — Contréle de l’adsorption de surface. Comparaison 
entre le lavage a l’eau et a une solution de phosphate de Na. M/1 000. 


adsorption de surface 
activite relative 


0 0 20 30 40 50 60 70 cm 


Fic. 7. — Controle de l’adsorption de surface. Activité des eaux_de lavage, 
valeur relative (activité totale : 100 p. 100). 


préconisée par Graham [44] pour le virus de la grippe marque 
au radio-phosphore peut étre appliquée ici: lavage rapide et 
a froid. 

Quant a la solution préconisée par Labaw et ses collabora- 
teurs [47] : lavage avec une solution millimolaire de phosphate, 
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elle réussit a enlever encore plus d’isotope, comme le graphique 
des activités spécifiques le montre. Ce procédé peut étre rapproché 
de celui de la dilution isotopique, méthode élégante d’analyse 
des constituants marqués d’un tissu. 


d) Réacrions p’ECHANGE. — La courbe plate obtenue par Labaw 
aprés réinoculation dans un milieu inactif des cultures d’Esche- 
richia coli marquées au **P n’a pas été constatée dans le cas 
de la réinoculation des cultures de Mycobacterium phlei. L’inéga- 
lité de comportement réside peut-étre dans le taux différent en 
phosphates labiles des_deux microbes. D’aprés Taylor [84], le 
taux phosphoré d’Escherichia coli (2,72 p. 100 du poids sec d’une 
culture de 8 heures) se répartit en: 10 p. 100 P désoxynucléo- 
protéique, 66 p. 100 de P ribonucléique, 12 p. 100 de P lipidique 
et 3 p. 100 de P non identifié. En prenant comme référence les 
données de Chargaff, Pangborn et Anderson sur Ja composition 
chimique des mycobactéries [4], il est possible d’en faire un 
tableau comparatif des fractions phosphorées, qui sera discuté 
plus en détail dans le chapitre suivant (Chargaff, Pangborn et 
Anderson [4], Goris [46)). 


P total : 27,6 microgrammes/mg poids sec mycobactéries = 2,76 p. 100 
ou 46,6 p. 100 du total des éléments minéraux des cendres. 


P p. 100 par mg poids sec. 


Myc. lub. hom. 

Myc. tub, bov 

Myc. tub. av. 
Myc. phlei 


P acido-soluble. . .. . 4,416 4,34 425 4,37 calculées 


Pei pidieue yas ee 0,29 0,07 0,10 0,036 Valeurs 
P nucléoprotéique ...| 4,35 4535 4530) A535, approxim. 


Il est visible, d’aprés ce tableau, que le « phosphore labile », 
minéral et acido-soluble organique constitue une partie assez 
importante des fractions phosphorées du microbe. Ce fait pourrait 
expliquer l’aspect ascendant de la courbe de l’activité du milieu 
de réinoculation. La quantité totale de radio-élément mise en 
liberté ne dépasse pas 5 p. 100 de l’activité globale du microbe 
inoculé et se manifeste dans les deux premiéres heures aprés la 
réinoculation. Il est possible que la mise en liberté du radio- 
phosphore soit due a la dénaturation de la structure colloidale 
de la maille nucléoprotéique des microbes morts et a la libération 
subséquente des sels minéraux enclavés dans cette maille. Une 
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preuve a l’appui de cette hypothése serait Vallure franchement 
ascendante de la courbe de l’activité chez les microbes tués par 
la chaleur et réinoculés (fig. 8 et 9). La quantité de radio- 


Régctions_d'échange 


10° 


die 
Ife 


40° 


10° 
Maine mall. Geet dibs oa 
1124 "8 12 % 20 hrs. 


Fic. 8. — Mesure des réactions d’échange. Comparaison entre les réactions 


d’échange des microbes vivants et tués par chauffage 4 60° pendant soixante 
minutes. 


Réactions_d'échange 


40° 


B non chauffes 


BC_ non chafles _—----& 


Fic. 9. — Mesure des_réactions d’échange. Activité des milieux de sous-culture 
aprés inoculation des microbes marqués (B : 286 000 coups, C : 534 000 coups). 


phosphore mise ici en liberté n’est jamais égale a la_totalité 
du *?P incorporé, mais plutét au taux de phosphore labile qui 
deviendrait ainsi plus facilement échangeable aprés la déna- 
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turation des nucléoprotéines par la chaleur. Le taux de cetle 
réaction d’échange entre dans les possibilités expérimentales im 
viro. a condition d’en refaire le calcul d’erreur comme suit : 

Soit une quantité de 1 mg (poids sec) de microbes marqués 
au *2P et mesurant 0,1 microcurie d’activité (8,7 x 10°/sec. = 
222 000 c./min.). Injectés & un animal de 100 g, et avec un 
taux de réaction d’échange de 5 p. 100, la quantité de radio- 
phosphore libérée par réaction d’échange sera 0,05 x 222 000 = 
11 000 c./min. ; cette quantité répartie uniformément dans l’orga- 
nisme donne 11 000/100 g = 110 c./g organe. C’est cette quantité 
de 110 c./g qui doit étre ajoutée a l’activité initiale de référence, 
le mouvement propre du compteur (background de la littérature 
anglo-saxonne). Si, par exemple, le mouvement propre est de 
30 c./min., toute activité décelée dans un organe et qui dépasse 
la nouvelle limite de 30 + 110 c./min. = 143 c./min. peut étre 
rapportée a la présence du radio-phosphore incorporé dans le 
microbe. 

Il n’y a pas de raison de penser que les réactions d’échange 
se passent différemment dans l’organisme et dans le milieu de 
Dubos, la réinoculation dans un milieu de sous-culture a l’ex- 
irait de cervelle + cour ne donne pas de différences appré- 
clables. 


c) REPARTITION ET VITESSE D'UTILISATION DU PHOSPHORE EXOGENE. 
— Les conclusions précédentes montrent une fois de plus la 
nécessité d’étudier la composition chimique du microbe et surtout 
la répartition dans les constituants du microorganisme de l’élé- 
ment stable, dont on emploie l’isotope radio-actif. La composition 
chimique des mycobactéries a fait ? objet de nombreuses études [27], 
mais lintérét des chercheurs s’est orienté vers les fractions lipi- 
diques et protéiques plut6t que vers la répartition d’un seul 
élément dans ces différents constituants. L’utilisation des radio- 
isotopes impose ce changement de point de vue, car le radio- 
élément introduit dans le milieu sous forme minérale sera incor- 
poré dans les différents constituants du microbe a un taux 
variable suivant la vitesse de synthése du constituant respectif. 
C’est la notion de temps de turnover spécifique a la radio- 
biologie [85] qui a des applications d’un intérét fondamental en 
physiologie microbienne. 

En reprenant le tableau des constituants phosphorés du chapitre 
précédent, il y a lieu de constater que le taux du phosphore 
lipidique est minimum dans M. phlei par rapport aux autres 
mycobactéries, tandis que le taux des glucides montre une varia- 
tion inverse : le maximum se trouve dans M. phlei, cing fois plus 
élevé que dans M. tuberculosis hominis & l'aide du radio-phos- 
phore. Le phosphore minéral exogéne s’incorpore dans des 
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yg P*'mg.poids sec 


P. lipidique 


Fic. 40. — Répartition du phosphore daus M. phlei. Phosphore 31 et phos- 
ee = dans les constituants de M. phlei, culture de sept jours sur milieu 
e Dubos. 


Phosphore 31 Phosphore 32 


-Repartition du__phosphore 


Fic. 14. — Répartition du phosphore dans les constituants de M. phlei. Distri- 
bution relative du phosphore inactif et radioactif : phosphore total : 100 p. 100. 


Phosphore_ 31 total 


OGS34S678 jours 


Fic. 12. — Phosphore inactif du M. phlei en fonction du temps. Taux phos- 
phoré total des cultures lavées cing fois (25 ml milieu de Dubos, 0,3 ml. 
inoculum). 
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constituants plus stables (phospholipides) tandis que le taux du 
phosphore glucidique (plus labile) est plus grand dans M. phlei. 
Il est logique de penser que le taux de la réaction d’échange 
pourrait diminuer dans les expériences avec M. tuberculosis 
hominis ou avec BCG, dont le phosphore s’incorpore dans des 
constituants A structure plus compliquée. Des expériences en cours 
avec le BCG nous permettront de contréler le bien-fondé de cette 
hypothése. ; 
Les activités spécifiques des différentes fractions phosphorées 


log 


eee meer 


ca ee 
eet 
Sa ae 


No 


Fic. 13. — Utilisation du phosphore exogéne chez M. phlei. 
Phosphore 31 et 32 dans une culture mesurant 1 microcurie par ml. 


de Mycobacterium phlei ont des valeurs assez rapprochées, saul 
pour le phosphore lipidique, qui atteint une fois et demie 
(155 p. 100) l’activité spécifique du phosphore minéral prise 
comme unité. Ceci semble paradoxal 4 premiére vue, car il serait 
plus logique que les nucléoprotéides soient synthétisés plus 
rapidement chez un organisme constitué par une masse si consi- 
dérable de nucléoprotéides. Ce fait peut tenir ou bien a ce que 
les analyses ont été faites vers la fin de la période de croissance 
des microbes, ou bien a ce que la richesse des mycobactéries en 
phospholipides oblige le microorganisme A synthétiser plus rapi- 
dement ces constituants. 

L’étude des courbes de radio-activité des cultures en fonction 
du temps (fig. 13, 14, 15) montre d’abord une correspondance 
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entre celles-ci et la courbe du phosphore total inactif des bacté- 
ries. Mais, si ces deux courbes ont la forme exponentielle bien 


a eT 


SS 
~~. 
Won nae 


2 waarerer 


cores 
Se arene a 


log coups’ US pot 


wages 


> log clmin. «; 


Fic. 14. — Utilisation du phosphore exogéne chez M. phiei. 
Courbes du radio-phosphore des cultures mesurant 0,4 vc, 1 uc et 10 uc par ml. 


100 


Fic. 145. — Action des radiations béta sur Escherichia coli, 
d’aprés Schmidt (24). 


connue, par contre, la courbe des activités spécifiques se rapproche 
d’une droite, légérement descendante. Comme l’activité spéci- 
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fique est le rapport entre le phosphore total et celui nouvellement 
introduit, il est logique d’admettre que |’incorporation du phos- 
phore exogéne dans les bactéries est uniforme tant que da mult:- 
plication microbienne se produit au méme rythme. La diminution 
de l’activité spécifique peut alors constituer un signe d'une 
augmentation de la masse des microbes morts ou & |’état végé- 
tatif ; le phosphore inactif de ceux-ci augmente, une partie du 
phosphore labile (minéral et organique acido-soluble) quitte les 
mailles de la structure colloidale dénaturée des microbes morts et 
l’activité spécifique globale diminue. 

Ce processus a été étudié avec les radioisotopes dans des 
conditions analogues chez d’autres microorganismes, avec des 
résultats conduisant a des conclusions similaires [47]. Il est 
possible qu’une étude approfondie du turnover du radio-phos- 
phore dans les mycobactéries permette d’apprécier le taux des 
microbes vivants dans une masse microbienne. 


CONCLUSIONS. 


1° L’emploi des isotopes radio-actifs en microbiologie est fonc- 
tion de plusieurs variables, dont au moins les suivantes sont 
déterminantes pour la recherche envisagée : 

La courbe de croissance du microbe étudié ; 

Les caractéres physiques de Visotope employé (période de vie, 
nature de la radiation émise, énergie d’émission) ; 

L’importance que |’élément stable correspondant a l isotope 
employé a dans le métabolisme du microbe étudié. . 

2° Ces conditions préliminaires une fois remplies, il faut établir 
si l’isotope est intégré dans les constituants du microbe marqué 
ou sil est simplement adsorbé a la surface du microorganisme. 

3° Dans le cas d’une intégration chimique, il faut controler si 
isotope a une réaction d’échange avec le milieu environnant, 
lors d'une réinoculation du microbe marqué dans un milieu 
inactif. 

4° Les réactions d’échange doivent étre étudiées comparative- 
ment chez les microbes vivants et les microbes tués; la diffé- 
rence de comportement de lisotope, dans ces cas, est d’une 
importance capitale pour les recherches faites in vivo avec des 
microbes marqués. 

5° Enfin, l’étude de la répartition de l’isotope dans les consti- 
tuants chimiques contenant l’élément stable correspondant 
renseigne sur la vitesse de synthése de ces constituants, ainsi que 
sur la proportion d’un corps chimique a radio-élément facilement 
échangeable. 

_6° Dans Mycobacterium phlei marqué au radio-phosphore 
(introduit sous forme minérale dans le milieu de culture), l’iso- 


MYCOBACTERIUM PHLEI ET RADIOPHOSPHORE 877 


tope n’est pas adsorbé a la surface du microbe, mais incorporé 
dans ses différents constituants phosphorés. 

7° Une réaction d’échange se passe entre les phosphates 
marqués et ceux du milieu de sous-culture inactif dans lequel 
le microbe marqué est réinoculé. Cette réaction ne dépasse pas 
5 p. 100 de la totalité du phosphore radio-actif du microbe 
marqué ; dans l’étude in vivo, il faut tenir compte de ce facteur 
d’erreur dans linterprétation des résultats. 

8° Les microbes tués par la chaleur ont une réaction d’échange 
plus importante, équivalente au taux du phosphore minéral du 
microbe, probablement mis en liberté a la suite de la dénatura- 
tion de la maille nucléoprotéidique dans laquelle ce radio-élément 
était enclavé. 

9° La courbe d’intégration du phosphore radio-actif dans les 
constituants de Mycobacterium phlei correspond a la courbe de 
croissance du microbe. Par contre, la courbe de l’activité spéci- 
fique du phosphore total décroit légérement avec l’Age de la 
culture. Cette diminution d’activité spécifique pourrait étre mise 
en relation avec la mort des microbes et la mise en liberté du 
phosphore minéral a4 la suite de la dénaturation de la structure 
colloidale du microbe. 

10° Parmi les constituants phosphorés de Mycobacterium 
phlei, la fraction phospholipidique montre une activité spécifique 
plus élevée que celle des autres constituants phosphorés du 
microbe. 
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RECHERCHES SUR LE POUVOIR PATHOGENE 
DES ESPECES ANAEROBIES STRICTES 
DU GENRE CORYNEBACTERIUM 


par A.-R. PREVOT et P. TARDIEUX (’). 


(Institut Pasteur. Service des Anaérobies.) 


Inrropuction. — Le pouvoir pathogéne des Corynebacteria 
autres que diphtériques, trés controversé pour les espéces facul- 
tatives, est presque totalement méconnu pour les espéces anaé- 
robies strictes. Or, la délimitation entre les espéces anaérobies 
strictes et facultatives du genre Corynebacterium est parfois trés 
difficile et il regne a ce sujet des divergences d’opinion entre les 
écoles. Aussi devons-nous commencer par définir trés exactement 
ce que nous entendons par espéces anaérobies strictes du genre 
Corynebacterium : ce sont celles’ qui, a l’isolement, poussent exclu- 
sivement dans la profondeur de la gélose profonde et ne donnent 
aucune culture a la surface de la gélose inclinée. A l’origine, 
elles sont toutes catalase-négatives. Cette définition élimine sans 
discussion l’espéce Corynebacterium acnes (Gilchrist) Eberson, qui 
pousse d’emblée a la surface de la gélose, tout en ayant une 
prédilection pour l’anaérobiose, ce qui fait de lui un anaérobie 
microaérophile et catalase-positif, et non un anaérobie strict 
comme beaucoup d’auteurs le croient. 

Les espéces proposées répondant a notre définition [4, 2] sont 
actuellement au nombre de 11 : C. diphteroides (Jungano) P. 1938 : 
C. avidum (Eggerth) P. 1938; C. renale cuniculi (Manteufel et 
Herzberg) P. 1938; C.lymphophilum (Torrey) Bergey et al. ; 
C. hepatodystrophicans (Kuczinski) P. 1938; C. parvum Mayer 
1926; C.anaerobium (Massini) P. 1938; C. granulosum (Jun- 
gano) P. 1988; C. adamsoni (Adamson) P. 1938; C. liquefaciens 
(Jungano) P. 1938; C. pyogenes bovis (Roux) P. 1938. 


Historique. — On savait fort peu de choses en 1937 sur le 
pouvoir pathogéne de ces espéces. Dans leur traité des bactéries 
anaérobies, Weinberg, Nativelle et Prévot |8] mentionnent toute- 
fois que C. anaerobium a été isolé par Massini en 1913 {4] dans 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 8 janvier 1953. 
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un cas d’otite compliquée de mastoidite, terminée par une septi- 
cémie et, dans un autre cas, d’arthrite purulente ; que C. ‘parvum 
a été isolé par Mayer en 1926 [5] de septicémies mortelles, de 
cystites purulentes et d’infections annexielles; que C. lympho- 
philum a été isolé par Torrey en 1916 [6] d’adénopathies. Les 
autres espéces passaient a cette époque pour des saprophytes 
banaux : C. hepatodystrophicans a été isolé par Kuczinski ;7| 
d’organes de singes atteints de fiévre jaune ; C. renale cuniculi 
par Manteufel et Herzberg {8] en 1930 du rein du lapin normal ; 
C. avidum, par Eggerth [9] de l’intestin humain normal ; C. adam- 
soni par Adamson [40] en 1919 de plaies de guerre ; C. diphie- 
roides et C. granulosum par Jungano [44] en 1909 de Vintestin 
du rat blanc. 

En 1939, Grumbach et Hotz ont observé une septicopyohémie 
mortelle consécutive a l’extraction d’une dent cariée. A l’autopsie : 
thrombose purulente de la jugulaire et du sinus sigmoide, ot on 
isole C. diphteroides a l'état pur. Les métastases multiples : pul- 
monaires, pleurétiques, hépatiques et spléniques contenaient le 
méme germe a |’état pur [23]. Enfin, en 1953, Seeliger [24] a isolé 
C. liquefaciens en culture pure d’un abcés sous-maxillaire et 
a souligné le pouvoir pathogéne des Corynébactéries anaérobies. 

Ayant évoqué dés le début de ce travail la grande difficulté 
de distinguer les espéces anaérobies facultatives et strictes du 
genre Corynebacterium, nous croyons devoir mentionner ici, pour 
mémoire, que de trés nombreux travaux iameéricains ont été 
publiés sur le pouvoir pathogéne des Corynébactéries facultatives 
autres que la diphtérique. Ne pouvant les analyser tous en parti- 
culier, nous nous bornerons 4 citer le plus récent : Fleisher [43] 
a personnellement isolé 27 souches par hémoculture et pense que 
la présence de ces germes dans le torrent sanguin est le reflet 
d’une infection du systéme lympho-réticulo-endothélial et, vu le 
taux important d’hémocultures positives dans les lymphogranu- 
lomatoses malignes et dans les lymphomatoses bénignes ou 
malignes, recommande de rechercher ces maladies chaque fois 
que l’hémoculture décéle une Corynéhactérie. On se rappelle 
@ailleurs les travaux de Bunting et Yates [14] qui avaient attribué 
l’étiologie de la maladie de Hodgkin a C.hodgkini et ceux de 
Prévot et Courdurier [45], qui ont isolé C. avidum dans un cas 
morte] de lymphogranulomatose maligne ow il avait déterminé une 
septicémie grave. 

_‘La réalité du pouvoir pathogene des Corynébactéries faculta- 
lives autres que diphtériques a été démontrée par Lovell et Cotchin 
en 1952 [416] qui ont provoqué des lésions rénales chez la souris par 
mjections intraveineuses de suspensions de C. pyogenes, de 
C. bovis et de C. renale. Ce qui distingue ces lésions c’est leur 
répartition exclusive dans la medulla pour les deux premiers et 
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leur extension au cortex pour C. renale, ce qui incite ces auteurs 
a penser que ce dernier provoque une maladie expérimentale 
vraiment spécifique. Plus récemment Diaz et Arjona [24] ont isolé 
par médulloculture dans des cas d’endocardite subaigué une espéce 
nouvelle : C. endocarditis, que Broustet, Brisou et Berge [22] ont 
retrouvée deux fois en France par hémoculture. Ils considérent 
cette espéce comme pathogéne et non comme un saprophyte banal. 


TRAVAUX PERSONNELS. — Depuis 1948, nous avons isolé 
39 souches de Corynebacterium anaérobies strictes ou micro- 
aérophiles dont voici le tableau de répartition par souche, espéce, 
maladie ou habitat : 

C. diphteroides. — 6 souches : ostéite fibreuse (379) ; arthrite 
purulente (434); septicémie (454 A); rectocolite hémorragique 
(463 A) ; pseudoactinomycose (536); pyorrhée alvéolaire (618 B). 

C. avidum. — 8 souches : septicémie au cours d’une lympho- 
granulomatose maligne (365) ; septicémie récurrente avec spléno- 
mégalie (562) ; pseudoactinomycose (523); endocardite maligne 
(735, 759 et 760); conserve de sardines infectée (752); boue 
d’étang (592 C). 

C. parvum. — 6 souches : septicémie (895 et 722 C); érythéme 
noueux (476); méningite purulente (516 A); abcés du scrotum 
(595) ; abcés cérébral (643 C). 


C. granulosum. — 4 souches : arthrite purulente (714) ; pseudo- 
actinomycose (402 A); endocardite maligne (583) ; acné (744). 
C. anaerobium. — 7 souches : pyorrhée alvéolaire (757) ; endo- 


cardite maligne (671, 678 et 758); adénite suppurée (637 C); 
pyothorax (699 A); mammite aphteuse (808 B). 

C. pyogenes. — 2 souches : adénite suppurée (637 A, 637 B). 

C. liquefaciens. — 6 souches : arthrite purulente (812 D) ; septi- 
cémie (783) ; pyorrhée alvéolaire (617) ; adénite purulente (814) ; 
abcés de la gorge (746) ; boue d’étang (PD 2). 

Plusieurs de ces souches ont déja fait l’objet de travaux, soit 
de bactériologie [47], soit de pathogénie [18, 49]. 

De ce tableau nous pouvons tirer la systématisation des espéces 
par maladies, en commencant par les maladies ayant fourni le 
plus grand nombre de souches. 


I. — ENpDOCARDITE MALIGNE : 7 CaS. 


Cas 583 (D* Gaillard, hépital Boucicaut). — Il s’agissait d'un 
homme atteint d’endocardite d’Osler avec thrombophlébite. Dans 
le thrombus septique, on isole C. granulosum. Ce germe se 
présente donc, dans ce cas, comme un pyogéne ayant infecté 
secondairement un vaisseau au cours d’une endocardite dont la 
preuve n’a pas pu étre faite (aucun streptocoque n’a été isolé). 

Cas 671 (D™ Donzelot, hépital Broussais). — Au cours de cette 
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endocardite, |’hémoculture pratiquée cing fois fut négative trois 
fois et positive deux fois. Dans chacune des hémocultures posi- 
tives on isole C. anaerobium. Dans les subcultures sont apparus 
des mutants anaérobies facultatifs, mais le test de la catalase 
reste négatif. Ce germe est résistant a la pénicilline et a l’auréo- 
mycine. I] est trés sensible a Ja streptomycine, sensible a la chloro- 
mycétine et peu sensible a la terramycine. Dans ce cas, il se 
présente comme le seul germe isolé et peut done étre considéré 
comme l’agent étiologique de la maladie. 

Cas 678 (D¥ Worms). — Isolé a l'état pur par hémoculture 
d'une endocardite, C. anaerobium était anaérobie strict a lori- 
gine ; il a donné par la suite des mutants anaérobies facultatifs, 
tout en restant catalase-négatif. Ici encore, il apparait comme 
lagent étiologique de cette endocardite. 

Cas 758 (D* Fabiani). — Dans cette endocardite chez un Arabe 
algérien, on isole en culture pure C. anaerobium, anaérobie strict 
au début, donnant ensuite un mutant microaérophile restant 
catalase-négatif. Ici encore, le germe apparait comme le seul 
microbe isolé par hémoculture. 

Cas 735 (D* Fabiani). — Endocardite 4 évolution lente chez 
un Arabe algérien. A deux reprises, par hémoculture, on isole 
C. avidum, a l’exclusion de tout autre germe. Cette souche 
a une tendance a la microaérophilie, elle devient catalase-positive 
aprés repiquages en tube de Hall. Une fois de plus, ce germe 
apparait comme l’agent unique de la maladie. 

Cas 759 (D* Fabiani). — La souche de C. avidum isolée dans 
ce cas par hémoculture chez un Arabe atteint d’endocardite est 
restée anaérobie stricte et catalase-négative. Elle apparait comme 
l’agent unique de la maladie. 

Cas 760 (D™ Fabiani). — La souche de C. avidum est encore 
isolée ici a |’état pur chez un Arabe atieint d’endocardite. Elle 
est anaérobie stricte durable et catalase-négative. 

ConcLusion. — Une série de 7 cas d’endocardites malignes 
ou le streptocoque n’a pas été isolé reconnaissent un seul germe 
anaérobie comme agent étiologique, isolé en culture pure du 
sang une ou plusieurs fois au cours d’une maladie. Ce germe 
peut étre C. avidum (trois fois), C. anaerobium (trois fois) ou 
C. granulosum (une fois). Cette constatation mérite d’étre rap- 
prochée des cas d’endocardite subaigué de Diaz et Arjona [24] 
causés par C. endocarditis et de ceux de Broustet, Brisou et 
Berge [22] causés par la méme espéce. 


II. — Sepricémres : 6 eas. 


Ces 6 cas peuvent se grouper en 2 cas de septicémie puerpé- 
rale, 2 de septicémies diverses et 2 cas de septicémie récurrente 
dans les maladies du systeme lympho-réticulo-endothélial. 
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Cas 355 (D’ Junot, hdpital Pasteur). —- Cette souche est l’une 
des plus intéressantes qu’il nous ait été donné d’étudier [45]. Elle 
a été obtenue a |’état pur par hémoculture dans un cas de septi- 
cémie récurrente superposée 4 une lymphogranulomatose maligne 
(dont le diagnostic n’a pu étre fait qu’a l’autopsie, les signes 
capitaux hodgkiniens n’étant pas apparus). Cette souche répond 
a Vespéce C. avidum ; elle était anaérobie stricte et durable et 
catalase-négative. 

Cas 562 (D* Siguier, hépital de la Pitié). — Dans un cas de 
septicémie récurrente chez un Nord-Africain atteint de lympho- 
matose médiastinale, l’hémoculture a permis d’isoler cette variété 
de C. avidum {419}. Un traitement d’épreuve par radiothérapie 
a amené la chute de la température et la régression de la splénomé- 
galie. Il s’agissait d’une souche anaérobie stricte catalase-négative 
qui, secondairement, a donné un mutant microaérophile catalase- 
positif. Résistante 4 la pénicilline et a l’auréomycine, elle était 
sensible 4 la chloromycétine. Le rédle possible de cette souche 
dans la constitution de la lympho-réticulo-endothéliose ow elle 
a été trouvée, a été discuté dans une note antérieure [49] ou on 
admelttait la possibilité de la transformation des grandes cellules 
inflammatoires de ‘Langhans en cellules néoplasiques. 

Cas 395 (D* Mollaret, hdpital Claude-Bernard). —- Cette souche, 
isolée d’un cas de septicémie post-puerpérale mortelle, répondait 
a Vespéce C. parvum, anaérobie stricte durable, catalase-néga- 
tive. 

Ce fait rejoint les observations princeps de Mayer [5] qui 
a isolé les premieres souches de ce germe dans des cas 
semblables. 

Cas 722 C (D* Vinzent, Hopital Civil du Havre.) — Cette 
souche de C. parvum a été obtenue par hémoculture dans un cas 
de septicémie post-abortive. Elle était microaérophile d’emblée, 
mais catalase-négative. Cette nouvelle observation de septicémie 
puerpérale s’ajoute aux cas de Mayer et a l’observation pré- 
cédente. 

Cas 454 A (D® Chevé, Périgueux). — Cette souche de C. diph- 
teroides a été isolée par hémoculture dans une septicémie témoin 
d’une infection généralisée en méme temps que W. perfringens. 
Etant donné le haut pouvoir pathogéne propre de ce dernier, ‘1 
n’est pas possible d’attribuer certainement un rdle au premier 
dans la constitution du syndrome, autre que celui de germe 
associé. Cette souche était anaérobie stricte durable et catalase- 
négative. 

Cas 773 (D* Sansonnens, Berne). Cette souche de C. lique- 
faciens a été isolée par hémoculture dans une septicémie consé- 
cutive A une infection hépatique. Elle était anaérobie stricte 
durable et catalase-négative. Isolée 4 |’état pur, il est vraisem- 
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blable qu’elle a joué un role étiologique majeur dans cette infec- 
tion seplicémique. 

Concrusion. — Les corynébactéries anaérobies peuvent infecter 
les organes lymphoides et les viscéres et passer secondairement 
dans le sang, déterminant des septicémies graves dont certaines 
sont mortelles. 


III. — AbENITES SUPPUREES, 4 Cas. 


Cas 637 A (D* Grumbach, Zurich), Cette souche a été isolée 
dans un cas d’adénite suppurée. Elle répond a Vespéce C. pyo- 
genes et était anaérobie stricte durable et catalase-négative. 

Cas 637 \B (D' Grumbach, Zurich). — Cette souche a été isolée 
dans un cas d’adénite purulente. Elle répond a l’espéce C. pyo- 
genes, anaérobie stricte durable, catalase-négative. 

Cas 637 C (D? Grumbach, Zurich). — Cette souche de C. anae- 
robium a été isolée d’une suppuration ganglionnaire. Elle était 
anaérobie stricte durable et catalase-négative. 

Cas 814 (D® Verrier, hdpital Lyautey, Strasbourg). — Cette 
souche, appartenant a l’espéce C. liquefaciens, a été isolée en 
culture pure d’une adénite suppurée. Elle était microaérophile 
demblée et est devenue catalase-positive au premier repiquage 
en tube de Hall. L’observation de la maladie est d’un grand 
intérét pour la discussion du pouvoir pathogéne des corynébac- 
téries anaérobies. Nous la citons en entier : Sous-officier infir- 
mier robuste sans antécédents pathologiques. En mai 1952, 
asthénie et perte de poids. En juin, apparition d’un ganglion 
sous-angulo-maxillaire gauche du volume d’une noix un peu dou- 
loureux. La radioscopie révéle une opacité hilaire polycyclique. 
Apyrexie. Cuti- et intradermo-réaction a la tuberculine négatives. 
Pas de modification importante du sang. Ce ganglion est prélevé 
stérilement pour examen. I] est rempli de pus altéré, sans éosino- 
phile, ni cellules malignes, ni B. tuberculeux. ‘La culture en aéro-- 
biose reste stérile et devient positive en anaérobiose : il s’agil 
d’un Corynebacterium anaérobie en culture pure. L’examen 
histo-pathologique du ganglion montre un aspect d’adénite sup- 
purée subaigué banale. Un cobaye inoculé avec ce pus meurt en 
quarante-six jours en présentant une infection généralisée 
a C. liquefaciens. Aprés ganglioectomie, le malade va mieux et 
sa cuti-réaction redevient positive en méme temps que ses ombres 
hilaires s’atténuent. 

Cette observation présente l’intérét suivant : l’extirpation chirur- 
gicale du ganglion permet d’affirmer quil ne s’agit pas d’un 
germe de la peau introduit par une fausse manceuvre dans les 
cultures. Elle nous donne donc une preuve indiscutable de l’exis- 
tence des adénites purulentes a Corynebacterium anaérobies 
reproductibles sur l’animal d’expérience. 
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IV. — Psrupoactinomycosgs, 3 cas. 

Ces 3 cas ont déja été étudiés dans un mémoire d’ensemble sur 
les cellulites jugales {18}. 

Cas 523 (professeur Goret, Lyon). — Cette souche a été isolée 
en culture pure du pus d’une pseudoactinomycose canine. Elle 
appartient a l’espéce C. avidum. Elle était anaérobie stricte, mais 
a subi la mutation facultative et catalase-positive. 

Cas 536 (D" Segretain). — Cette souche a été isolée dans un 
cas de pseudoactinomycose chez un homme de 40 ans malade 
depuis quatre ans. Elle appartient a l’espéce C. diphteroides, 
était anaérobie stricte durable et catalase-négative. 

Cas 402 A (D" Béal, Tenon). — Cette souche a été isolée dans 
une suppuration pseudoactinomycosique chronique du maxillaire 
inférteur aprés fracture. Elle appartient a lV’espéce C. granu- 
losum, anaérobie stricte durable et catalase-négative. 

ConcLusion. — Les suppurations a grains blancs d’aspect 
actinomycosique ne sont pas toujours provoquées par des actino- 
mycétes. Les espéces anaérobies du genre Corynebacterium 
peuvent réaliser ce syndrome. 


V. — ARTHRITES SUPPUREES, 3 Cas. 


Cas 434 (D’ Grumbach, Zurich). — Cette souche appartient 
a Vespéce C. diphteroides. Elle a été isolée dans un cas d’arthrite 
suppurée du genou. Elle était anaérobie stricte et durable et 
catalase-négative. 

Cas 714 (D* Brygoo, Saigon). — Cette souche appartient a 
Pespéce C. granulosum. Elle a été isolée d’une arthrite trauma- 
tique suppurée du genou. Elle est anaérobie stricte durable ct 
catalase-négative. 

Cas 812 D. — Cette souche appartient a Vespéce C. liquefa- 
ciens. Elle a été isolée d’une arthrite purulente fémoro-tibiale 
post-aphteuse chez un veau. Elle est anaérobie stricte durable 
et catalase-négative. 

ConcLusion. — Le tissu articulaire est capable de s’infecter 
par les espéces anaérobies du genre Corynebacterium qui pro- 
voquent ainsi de véritables arthrites purulentes. 


VI. — Ascks ET SUPPURATIONS DIVERSES, 10 cas. 


Cas 595 (D* Terial). — Cette souche appartient a l’espéce 
C. parvum. Elle a été isolée dans un cas d’abcés du scrotum. Elle 
était anaérobie stricte durable et catalase-négative. 

Cas 643C (hdpital de La Pitié). — Cette souche appartient 
a Vespéce C. parvum. Elle a été isolée dans un cas d’abcés céré- 
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bral pariétal en association avec F. fusiformis. Elle était anaé- 
robie stricte durable et catalase-négative. 

Cas 746 (D® Seeliger, Bonn). — C. liquefaciens, isolée d’un 
abcés de la gorge. Anaérobie microaérophile d’emblée, catalase 
devenue positive au troisiéme repiquage en tube de Hall. 

Cas 618 B (D* Vinzent, Hospice Civil du Havre). — C. diphle- 
roides, isolée d’une pyorrhée alvéolaire par gingivo-culture, 
anaérobie stricte durable, catalase négative. 

Cas 657 (D* Vinzent, Hospice Civil du Havre). — C. anaerobium 
isolée par gingivo-culture d’une pyorrhée alvéolaire, anaérobie 
stricte durable, catalase-négative. 

Cas 617 (D® Vinzent, Hospice Civil du Havre). — C. liquefa- 
ciens isolée par gingivo-culture d’une_ pyorrhée alvéolaire. 
Anaérobiose stricte durable. Catalase-négative. 

Cas 379 (D* Beerens, Institut Pasteur de Lille). — C. diphte- 
roides isolée d’une ostéite fibreuse suppurée, anaérobiose stricte 
durable, catalase-négative. 

Cas 514A (D* Robin, Rouen). — C. parvum isolée d'une 
méningite purulente par culture du liquide céphalo-rachidien 
(associé A un fusiforme). Anaérobiose stricte durable. Catalase- 
négative. 

Cas 699 A (D* Brygoo, Saigon). — C. anaerobium isolé d’un 
pyothorax, Anaérobiose stricte durable. Catalase-négative. 

Cas 808 B. — C. anaerobium isolé d’une mammite suppurée 
post-aphteuse ; associé a Staphylococcus indolicus. Microaéro- 
phile d’emblée. Catalase-négative. 

Conctusion. — Les Corynebacterium anaérobies peuvent infecter 
de nombreux organes et viscéres et y provoquer des suppurations 
et des abcés. 


VII. — '‘AuTRES INFECTIONS. 


Cas 463 (D™ Piéchaud, Institut Pasteur). — C. diphteroides 
isolé d’une recto-colite hémorragique, associé a Catenabacterium 
contortum, Anaérobiose stricte. Catalase-négative. 

Cas 744 (D™ Said Bilal Golem, Ankara). — C. granulosum 
isolé d’une pustule d’acné. Anaérobiose stricte durable. Catalase- 
négative. 


Conctusion. — L’acné peut étre causé par un Corynebacterium 
autre que C. acnes. 


Discussion. 


L’isolement fréquent en culture pure, plus rarement en asso- 
ciation, dans des infections graves, parfois mortelles, nous 
permet d’affirmer que les espéces anaérobies strictes ou micro- 
aérophiles du genre Corynebacterium sont douées de pouvoir 
pathogéne. Ces infections peuvent se grouper en : 1° endocardites 
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malignes, ott le streptocoque n’a pas été isolé ; 2° septicémies, 
dont plusieurs au cours de maladies du systéme lympho-réticulo- 
endothélial ; 3° adénites purulentes; 4° suppurations diverses 
(pseudoactinomycose, abcés viscéraux, méningite, pyorrhée 
alvéolaire, pyothorax, mammites, ostéite) et en d’autres miala- 
dies moins fréquemment observées (recto-colites hémorragiques, 
acné). 

Deux arguments pourraient étre opposés a cette thése : 

1° Dans la majorité des cas, la preuve expérimentale du pou- 
voir pathogéne des souches isolées n’a pas pu étre faite. Mais 
cette donnée entre dans un ordre de faits qui a été longuement 
étudié ailleurs et résumé dans un récent travail [20] dont nous 
reproduisons ici lune des conclusions : en dehors d’un tout petit 
nombre d’espéces, nous ne savons pas par quel mécanisme se 
produisent les infections anaérobies endogénes, ni pourquoi 
Vinfection expérimentale réussit ou échoue. Cela tient, ou bien 
a ce que nous ne connaissons pas l’animal réceptif ou le tissu 
sensible, ou bien & ce que les souches perdent leur pouvoir 
pathogéne en culture. L’observation 814, intéressante a plusieurs 
chefs, tendrait a faire pencher pour la deuxiéme hypothése. En 
effet, le cobaye inoculé avec le pus total du malade, avant pas- 
sage par les milieux de culture, a reproduit une infection puru- 
lente généralisée et on a réisolé chez lui le Corynebacterium 
liquefaciens a |’état pur. Au contraire, une culture pure de la 
méme souche a été incapable de reproduire la moindre lésion 
chez |’animal. 

2° Le deuxiéme argument qui pourrait étre opposé découle des 
faits constatés par Douglas et Gunter [42] en les transposant aux 
anaérobies stricts. Ces auteurs ont en effet constaté la fréquence 
des espéces aérobies et microaérophiles de Corynebacterium sur 
la peau humaine et attribuent leur présence dans le plasma 
récolté pour transfusion — donc leur croissance dans les milieux 
de culture de contrdle — a un défaut de stérilisation de la peau. 
Cet argument est probablement valable pour les aérobies et 
microaérophiles, dont on connait la fréquence et l’abondance sur 
la ‘peau. Mais on sait aussi que les anaérobies stricts sont beau- 
coup plus rares sur la peau et, en étudiant nos propres obser- 
vations, nous concluons que dans beaucoup des cas analysés on 
ne peut pas mettre. en doute la bonne stérilisation de la peau. 
C’est encore de l’observation 814 que nous tirons la meilleure 
preuve de la relation de cause a effet entre C. liquefaciens et 
l’adénite suppurée ov il a été isolé, puisque c’est par extirpation 
chirurgicale et ensemencement de pus ganglionnaire que nous 
avons réussi a le cultiver. 

L’examen d’ensemble de notre statistique nous permet 3 autres 


conclusions : 
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1° L’existence d’une forme d’endocardite maligne a Coryne- 
bacterium anaérobie (7 cas). 

2° L’affinité des Corynébactéries anaérobies pour le systeme 
lymphatique (6 cas). 

3° La propension pour ces germes a passer dans le torrent 
circulatoire ot ils créent une véritable septicémie parfois continue, 
parfois récurrente (13 cas). 


CONCLUSIONS. 


I. Trente-neuf souches de Corynebacterium anaérobies strictes 
ou microaérophiles ont été étudiées, dont 36 venant d’infections 
(33 humaines, 3 animales). 

II. Ces infections se répartissent en septicémies (7 cas) ; endo- 
cardites malignes (6 cas); adénites suppurées (4 cas) ; pseudo- 
actinomycoses (3 cas) ; arthrites suppurées (2 cas) ; suppurations 
diverses (10 cas), érythéme noueux (1 cas) et acné (1 cas). 

III. Le pouvoir pathogéne expérimental des souches en culture 
pure est difficile 4 mettre en évidence, mais il a été prouvé pour 
certaines par l’inoculation directe du pus et la reproduction de 
Vinfection expérimentale, puis par la reprise du germe chez 
Yanimal. 

IV. Les Corynebacterium, anaérobies stricts présentent une 
affinité trés nette pour le systeme lymphoide (6 cas) et pour les 
séreuses (5 cas). 

V. Le terme de « corynébactériose » proposé antérieurement 
pour les infections causées par les Corynébactéries est justifié 
par cette étude. 
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VALEUR DU TEST DE L’UREASE 
POUR LA DIFFERENCIATION DE CL. SORDELLII 
ET CL. BIFERMENTANS 


par H. TATAKI et M. HUET (”*). 


(Institut Pasteur. Service des Anaérobies.) 


Appliquant aux bactéries anaérobies la technique de Roland 
et Bourbon pour la recherche des uréases, l’un de nous {4| 
signalait récemment que Cl. sordellii était une des rares espéces 
possédant le pouvoir d’hydrolyser lurée et le conservant en 
culture, méme aprés de nombreux passages. Au _ contraire, 
Cl. bifermentans, pourtant trés proche par Vensemble de ses 
caractéres, ne provoquait aucune hydrolyse. 

On connait les controverses qu’a suscitées le principe de la 
dualité de ces deux espéces {2]. Les premiers résultats ayant été 
obtenus avec les souches historiques de lune et de |’autre, il 
convenait de rechercher si l’on pouvait les étendre et établir 
ainsi une loi générale. 


DETECTION DES UREASES. 


Nous avons suivi les mémes modalités que précédemment 
cultures jeunes sur milieu VF en fioles de Jaubert et Gory, culots 
recueillis par centrifugation, lavés deux fois a l’eau physiologique 
et repris dans 1/2 cm* a 1 cm® de milieu de Roland et Bourbon, 
puis portés a l’étuve a 37°. L’hydrolyse de l’urée se traduit par un 
virage au rouge du milieu. 

Le test a été ainsi pratiqué sur toutes les souches de Cl. sordellii 
et Cl. bifermentans de la Collection du Service des Anaérobies de 
l'Institut Pasteur. Malheureusement, si celles de la deuxiéme 
espéce sont fort nombreuses, il n’en est pas de méme pour 
Cl. sordellii dont nous ne détenons, outre la souche 82 isolée par 
Sordelli, qu’une seule autre diment authentifiée. 

Voici les résultats obtenus 


1° Cl. sordellii. Les 2 souches donnent une réaction positive 
presque instantanée. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie. Séance du 8 janvier 1953. 
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2° Cl. bifermentans. Sur 45 souches examinées 

37 n’ont donné aucune hydrolyse de l’urée ; 

2 ont donné une réaction douteuse ; 

6 ont donné une hydrolyse immédiate de l’urée. 

Il apparait done que, si 82 p. 100 des souches de collection 
éliquetées Cl. bifermentans se comportent vis-a-vis de l’urée 
comme celles de Tissier et Martelly, 13 p. 100 possédent une 
uréase facile a détecter. 

Ces faits peuvent s’interpréter de plusieurs facons : on pour- 
rait en conclure que la présence de cet enzyme est un caractére 
rare et inconstant dans l’espéce bifermentans, ou qu’il disparait 
dans un grand nombre de cas au cours des repiquages. I] ne 
saurait alors étre retenu comme critére de différenciation taxo- 
nomique. 

Mais on sait que les caractéres morphologiques, culturaux et 
biochimiques ne séparent pas Cl. sordellii et Cl. bifermentans, 
en sorte que le diagnostic différentiel de ces 2 espéces repose 
uniquement sur la présence ou l’absence de toxine. Or, le méca- 
nisme de toute toxinogénése est complexe et soumis a de 
nombreux facteurs souvent imparfaitement connus. D’autre 
part, la variabilité du pouvoir toxinogéne d’une souche 4 |’autre 
de la méme espéce est extréme. On ne saurait donc exclure que 
les souches les moins toxinogénes de Cl. sordellii aient pu étre 
rattachées par erreur a l’espéce Cl. bifermentans. Ceci pourrait 
expliquer la présence assez paradoxale de souches possédant une 
uréase au sein d’une espéce non uréolytique et peut-étre aussi les 
résultats de Clark et Hall [3], puis de Stewart [4] qui ont pu, 
dans certains cas, neutraliser la toxine de Cl. sordellii par des 
immunsérums obtenus 4 partir de certaines souches de Cl. bifer- 
mentans. 

Pour les raisons que nous venons de donner, il nous a paru 
que |’étude sérologique de nos souches pourrait seule apporter 
quelque lumiére sur ce point. Nous nous bornerons, dans cette 
note, 4 exposer les résultats des séro-agglutinations. 


EPREUVES SEROLOGIQUES. 


A. PREPARATION DES IMMUNSERUMS. — Cl. bifermenians, — 
Souche TM. Les bactéries provenant de cultures de dix-huit heures 
en bouillon VF ont été centrifugées, remises en suspension en un 
volume égal d’eau physiologique et injectées par voie veineuse 
a 2 lapins. Chaque animal a regu la premiére semaine 3 injec- 
tions de 2 cm’, puis, aprés une semaine de repos, une nouvelle 
série de 3 injections de 5 cm? en une semaine. Huit jours aprés 
la derniére injection, le sang a été prélevé par saignée a blanc. 

Cl. sordellii. — Souche 82. Les bactéries provenant de cultures 
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de dix-huit heures en bouillon VF ont été laissées au contact de 
1 p. 109 de formo] pendant vingt-quatre heures a 37°, puis lavées 
a l'eau physiologique et remises en suspension dans un volume 
égal a celui de la culture. 

Deux lapins ont recu par vole veineuse 

La premiére semaine : 2 injections de 0,2 cm* ; 

La deuxiéme semaine : 2 injections de 0,5 cm*® ; 

La troisiéme semaine : aucune injection ; 

La quatriéme semaine : 2 mjections de 1 cm’. 

Le sang a été prélevé par saignée a blane huit jours aprés ia 
derniére injection. 


B. Séro-accLuTinations. — Les épreuves ont été pratiquées 
dans des conditions standard, en mettant en présence : 

D’une part, des suspensions peu denses de bactéries en eau 
physiologique ; 

D’autre part, des dilutions croissantes de sérum. 

Une prem:ére lecture était faite aprés deux heures d’étuve 4 
37°, puis les tubes étaient laissés a la température  ordinaire 
pendant vingt-quatre heures, et une deuxiéme lecture était faite. 

Nous présentons ci-dessous les résultats concernant : 

1° 2 souches de Cl. sordellit. 

2° 6 souches de Cl. bifermentans donnant une hydrolyse immé- 
diate de l’urée. 

3° 2 souches de Cl. bifermentans donnant un test de l’uréase 
douteux, 

4° 10 souches de Cl. bifermentans n’hydrolysant pas l’urée. 

Ces 10 souches comprennent Ja souche TM qui a servi a l’immu- 
nisation du lapin et 9 autres prises au hasard parmi les 37 dépour- 
vues d’uréase. 


L’ensemble de ces épreuves confirme qu’il existe entre les deux 
espéces sordellii et bifermentans une communauté sérologique, 
ce que tous les travaux antérieurs avaient déja affirmé (8, 4, 5). 

Mais une autre constatation s’impose : la présence dans les 
groupes I et IIT d’un agglutinogéne capable de s’unir spécifique- 
ment aux agglutinines du sérum anti-sordellii, et dont les groupes 
Ill et IV sont dépourvus. Or, les groupes I et II sont précisé- 
ment formés des souches qui ont une action positive immédiate 
sur l’urée, les groupes III et IV des souches qui ont une action 
douteuse ou nulle. En d’autres termes, les agglutinines de l’immun- 
sérum anti-sordellii séparent l'ensemble de nos souches en deux 
familles sérologiques, qui se superposent exactement a celles que 
distingue le test de l’uréase. 

Les agglutinines de limmunsérum anti-bifermentans, au 
contraire, semblent réagir de fagon sensiblement égale avec toutes 
nos souches, quel que soit le groupe considéré. Tout se passe 
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NUMERO | SERUM ANTI-sordellit 82 SERUM ANTI-bifermentans TM 
Taux limite d’agglutination Taux limite d'agglutination 
des 
souches | en 2 heures | en 24 heures en 2 heures en 24 heures 
3 J 82 4/12 800 | 1/28 000 1/80 1/100 + 
ee G1 | 4/6 400 | 1/12 800 1/50 
667 1/4 600 4/3 200 1/1 600 
ll. Cl. bifermentans ee 4/41 600 1/3 200 4/200 
| 5 233 4/1 600 41/3 290 4/200 
onnant une hydrolyse | oo1i7 | 4/4 600 | 4/3 200 4/400 
immédiate de l’urée. 442 4/4 600 4/3 200 4/800 
Cal sic 4/3 200 4/1 600 
Hil. Cl. difermentans 
- donnant un test Ae 1/50 1/200 
de l'uréase douteux. e 0 1/50 
™ 41/0 =e 4/400 = 4/800 1/1 600 a 1/3 200 
Cheftel. 0 4/200 
4, 
IV. Cl. bifermentans we ees 1/300 
n’hydrolysant A3 0 1/400 
“i ICI 0 4/400 
nullement lurée. A33E 1/30 + 4/200 
Cas1 0 4/200 
BS1 0 4/50 = 
NV. B. — Le signe + indique une réaction douteuse. 


comme si elles s’unissaient 4 un autre agglutinogéne commun 
aux deux espéces, mais soit peu abondant, soit masqué, soit encore 
altéré par l’action du formol, dans la souche Cl. sordellit 82 qui 
a servi 4 la production d’un immunsérum. L’aspect des réactions 
tend d’ailleurs a confirmer ce point de vue. Les agglutinations 
des groupes I et II par le sérum anti-sordellii ont toujours été 
rapides, donnant aprés deux heures d’étuve de fins granules trés 
nettement distincts et qui se déposaient ultérieurement en laissant 
un surnageant parfaitement clair. Pour une seule souche, Ca J, 
la réaction a été de méme type mais un peu plus tardive, n’appa- 
raissant de facon nette que quelques heures aprés la sortie de 
|’ étuve. 

Les agglutinations par le sérum anti-bifermentans ont été géné- 
ralement plus tardives, se produisant lentement aprés la sortie 
de l’étuve, excepté pour la souche homologue TM, qui donnait 
une agglutination trés nette aprés deux heures 4 37°. La réaction 
se traduisait par ]’apparition, au sein de la suspension, de gros 
flocons facilement dissociables et qui déposaient lentement. II est 
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a noter qu’elle était obtenue dans de bien meilleures conditions 
chaque fois que les suspensions étaient préparées a partir de 
cultures a la surface de géloses inclinées, scellées sous vide, et 
non par centrifugation de cultures en milieu liquide. ao 

Ces constatations inclinent & penser qu’il pourrait s’agir d’un 
agglutinogéne de surface, sinon flagellaire. 

L’agglutination que certaines souches des groupes III et IV 
ont montré par contact avec le sérum anti-sordellii a toujours 
été faible, peu nette, se rapprochant des types de réactions obte- 
nues avec le sérum anti-bifermentans et trés différentes de celles 
que le sérum anti-sordellii donnait avec Jes groupes I et II. 

Il est certain qu’une étude plus approfondie de la constitution 
antigénique des espéces considérées sera nécessaire pour préciser 
ces données, mais on peut, d’ores et déja, constater que la séro- 
logie confirme la valeur du test de l’uréase dans le diagnostic 
différentiel d’un anaérobie toxinogéne de la gangréne gazeuse, 
Cl. sordellii. 


CONCLUSIONS. 


1° 2 souches authentiques de Cl. sordellii (dont la souche 
historique de Sordelli) sont fortement uréase-positives et toxi- 
nogénes, 

2° 37 souches authentiques de Cl. bifermentans (dont la souche 
historique de Tissier et Martelly) sont uréase-négatives et non 
toxinogeénes. 

3° 6 souches intermédiaires, étiquetées Cl. bifermentans a cause 
de leur absence apparente de pouvoir toxinogéne, se sont montrées 
uréase-positives. Elles appartiennent 4 un groupe sérologique 
apparenté a Cl. sordellii. Seule une étude ultérieure pourra 
permettre de les identifier de facon plus précise. 
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ETUDE /N VITRO 
DE LA MOTILITE DES POLYNUCLEAIRES. 
SUR L’INFLUENCE EXERCEE 
PAR DES ANESTHESIQUES LOCAUX 
ET DES HYPNOTIQUES 


par Suzanne BAZIN et Atsertr DELAUNAY (’). 


(C.N.R.S. et Institut Pasteur, Annexe de Garches.) 


INTRODUCTION. 


La motilité est, du point de vue physiologique, une des pro- 
priétés fondamentales des leucocytes polynucléaires. On |’observe, 
in vivo, dans les phénoménes de diapédése et on peut la mettre 
facilement en évidence, in vitro, par l'étude des phénoménes de 
chimiotactisme, selon la technique de J. Comandon [1]. Pour 
qu’un tactisme leucocytaire se manifeste normalement in vitro, 
il faut que se trouvent réunies plusieurs conditions : 

1° Le milieu de suspension, dont la pression osmotique et le 
pH ne doivent pas s’écarter de certaines limites, doit, en outre, 
comme l’a montré l’un de nous [2, 3, 4], contenir a la fois des 
ions Cat+ et de l’alexine. 

2° Il est nécessaire, d’autre part, que les cellules soient dans 
un état biochimique normal ; en effet, si leur métabolisme vient 
a étre troublé par l’action de substances chimiques de nature 
diverse, dont certaines peuvent jouer le role d’effecteurs 
d’enzymes [5, 6], les leucocytes deviennent incapables de se 
déplacer. Le phénoméne persiste aussi longtemps que les sub- 
stances en cause sont maintenues 4 leur contact, et il peut exister 
en l’absence de toute altération morphologique. 

Pareille sensibilité des polynucléaires aux réactifs chimiques 
s’étend-elle a ces produits particuliérement actifs sur les cellules 
nerveuses, que sont les anesthésiques locaux et les hypnotiques, 
ou encore a des substances trés actives sur le milieu sanguin 
comme l’héparine ? Les premiers sont-ils capables d’abolir l’acti- 
vité chimiotactique des leucocytes et d’inhiber leur motilité a des 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 8 janvier 1953. 
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doses compatibles avec la vie cellulaire, comme ils suspendent 
la propagation de J’influx nerveux ? Et l’héparine, dont on connait 
action inhibitrice sur l’étalement des thrombocytes [7], exerce- 
t-elle une action semblable a la surface des polynucléaires ? C’est 
ce que nous avons essayé de savoir par les expériences suivantes. 


TECHNIQUE. 


Pour nos expériences, nous avons ulilisé des leucocytes inflam- 
matoires de cobaye, obtenus par notre technique habituelle [2]. 
Ces leucocytes sont mis en suspension dans du sérum frais de 
cobaye au 1/2. Les suspensions sont ensuite mélangées a un 
volume égal de solutions de titre variable en substance a étudier, 
préparées dans du soluté isotonique de chlorure de sodium. Enfin, 
elles sont mises a ]’étuve a 37°. Apres le mélange, la concen- 
tration du milieu en leucocytes est de 8 000 cellules environ au 
millimétre cube. 

Une goutte des diverses suspensions préparées est prélevée : 
1° aussitot aprés le mélange, 2° apres trente minutes et 3° aprés 
soixante minutes d’incubation a 37°. Cette goutte est déposée sur 
une lame a la surface de laquelle ont été fixés, par dessiccation, 
des grains d’amidon de pomme de terre. 

Aprés une heure de séjour 4 37°, les suspensions leucocytaires 
sont centrifugées 4 faible vitesse. Les leucocytes, lavés au soluté 
isotonique de chlorure de sodium, sont ensuite remis en suspen- 
sion dans du sérum frais de cobaye au 1/2. Une goutte de chacune 
des suspensions ainsi faites est placée finalement sur une lame 
recouverte d’amidon. 

Toutes les préparations sur lame sont mises une heure Aa |’étuve 
a 37°, aprés avoir été lutées. Elles sont ensuite examinées au 
microscope, ce qui permettra d’apprécier l’intensité du tactisme 
et l’état morphologique des cellules. 

Par ailleurs, sont étudiées les modifications possibles, sous 
l'influence des substances mises en expérience, du pH du milieu 
de suspension, de sa teneur en Ca++, et en complément. 


RESULTATS. 


I. ANESTHESIOUES LocAUx. — Substances étudiées : Chlorhydrate 
de cocaine, chlorhydrate de p.aminobenzoyldiéthylaminoéthanol 
(Novocaine), chlorhydrate de  diéthylaminodiméthylacétanilide 
(Xylocaine). 

Les concentrations provoquant une inhibition réversible de la 
motilité leucocytaire, c’est-a-dire une inhibition  suivie, aprés 
lavage et remise des cellules dans du sérum frais, d’un retour 
a la motilité naturelle, sont M/100 pour la cocaine, de M/25 
a M/100 pour la Xylocaine. Pour la Novocaine, nous n’avons 
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trouvé aucune concentration active qui permette la reprise de 
mouvements amiboides, aprés lavage des cellules. 

Les concentrations inhibant la motilité leucocytaire, sans réver- 
sibilité par lavage, c’est-a-dire provoquant une altération définitive 
des cellules, sont M/50 pour la cocaine et la Novocaine, M/10 
pour la Xylocaine. : 

Pour les trois anesthésiques étudiés, on constate que plus le 
lemps de contact avec les cellules est prolongé, plus les concen- 
trations faibles. se montrent actives sur la motilité leucocytaire. 

Aucune des trois substances n’a modifié sensiblement le pH 
du mileu de suspension et n’a changé sa teneur en ions Cat+ 
et en complément. 


II. BarsirurtquEs. — Substances étudiées : Diéthylmalonylurée 
sodique (Véronal sodique), Phényléthylmalonylurée sodique 
(Gardénal sodique), Ethylméthylbutylthiomalonylurée —sodique 
(Penthotal). 

L’inhibition réversible de la motilité leucocytaire a été ici 
obtenue a des concentrations allant de M/25 a M/100 pour le 
Véronal sodique, de M/10 4 M/50 pour le Gardénal sodique, de 
M/25 4 M/500 pour le Penthotal. 

Une inhibition trréversible n’a été observée qu’a la concentra- 
tion de M/10 pour le Véronal sodique et le Penthotal. Pour le 
Gardénal sodique, la méme concentration permet un retour a la 
motilité normale aprés lavage, et des concentrations plus élevées 
ne peuvent pas étre essayées en raison de la faible solubilité du 
produit. 

Dans tous les cas, l’action sur le tactisme des globules blancs 
s’est produite dés la mise au contact des substances et des cellules. 

Les deux premiers produits (Véronal et Gardénal sodiques) 
alcalinisent le milieu de suspension jusqu’a pH 8,5, pour les 
solutions les plus concentrées. Cependant, il ne semble pas que 
cette modification du pH soit suffisante, a elle seule, pour 
entrainer une diminution de la motilité, car des essais effectués 
avec le Véronal (non sodique) qui ne change pas le pH du milieu 
et dont la solubilité permet de préparer une solution M/100 ont 
donné des résultats exactement comparables a ceux obtenus avec 
le méme dérivé sodique, plus soluble. 

‘Les barbituriques étudiés sont sans action sur le Cat+ du 
milieu. En revanche, l’un d’eux, le Penthotal, détruit totalement 
le complément. Pour cette derniére substance, on ne peut donc 
pas dire si son influence s’exerce directement sur les cellules ou 
seulement par l’intermédiaire de la diminution de lalexine. 


III. Anriaistamintqurs. — Chlorhydrate de diméthylaminomé- 
thylphénothiazine (Phénergan), Hydrate de phénothiazinylpropyl- 


898 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


triméthylammonium (Multergan), Chlorhydrate de phénylbenzyl- 
aminométhylimidazoline (Antistine), Chlorhydrate de diméthyl- 
aminométhoxylbenzylpyridine (Néo-Antergan). 

L’ inhibition réversible de la motilité, en ce cas, a été observée 
seulement pour le Phénergan a des concentrations comprises entre 
M/2.500 et M/S 000 et, pour le Néo-Antergan, entre M/1 000 et 
M/2500. Pour 1’Antistine, nous n’avons obtenu qu'un retour 
partiel de la motilité a M/1 000, et aucune réversibilité ne fut 
observée, aprés lavage, dans le cas du Multergan. 

L’ inhibition irréversible de la molilité leucocytaire a été obtenue 
pour une concentration de M/2500 de Phénergan, et M/100 de 
Multergan, M/500 d’Antistine et de Néo-Antergan. 

Aucune de ces substances ne modifie le pH du milieu de sus- 
pension, aux concentrations utilisées. Elles n’interviennent pas 
davantage sur la teneur en jons Ca++ et en complément du sérum. 


IV. Héparmne. — Aux concentrations faibles, héparine ne 
modifie pas Ja motilité leucocytaire. Aux concentrations fortes, 
comprises entre 5 et 10 mg par millilitre, le tactisme est aboli, 
mais redevient normal aprés lavage et remise dans du sérum frais. 

A ces doses élevées, héparine ne change pas le pH du milieu 
et ne touche pas davantage aux ions Ca++. Cependant, le complé- 


Inhibition 
CONCENTRATION M/10 M/25 M/50 M/ 
Anesthésiques locaux : 
Chlorhydrate de cocaine . Irréversible. Réve: 
Novocaine ........ . z Irréversible. Nv 
Aylocaine*: <p sp es2. oii Irréversible. Réversible. Kéversible. Réver 
Barbituriques : 
Véronal sodique ..... | Irréversible. Reversible. Réversibl Sue 
Gardénal sodique. ... . Réversible. Reversible. Hevesi. a 
Penthiotal: F242 oe. 852 oe Irréversible. Partiellement Réversible. Reve: 
réversible. 
Anti-histaminiques : 
ee AM ee aed Sesh e ety ais ra Seep ce BS 
uitergen 2) ee Oe a ee rréy: 
Antiating?: isda! ha [at 2 Loh Pei 
Néo-Anitergant sso aha g, i) eo .ce-eine! © srahge | Sa eae ae 
Concentration (par cm*). . 10 mg 5 mg 2,5 mg 


Hé paresis. eae Réversible. Reversible. Nulle. 
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ment se trouve complétement inhibé. On doit évidemment tenir 
compte de cette action de l’héparine sur le milieu intercellulaire, 
lorsqu’on étudie son influence sur la motilité leucocytaire. 

L’ensemble de nos résultats sur l’inhibition de la motilité leuco- 
cytaire est résumé dans le tableau ci-dessous. 


DIscussION. 


De ces résultats se dégagent les notions suivantes : 

1° La plupart des substances étudiées provoquent, aux doses 
faibles, une inhibition de la motilité leucocytaire, réversible par 
lavage des cellules. Aux doses fortes, au contraire, elles pro- 
duisent une inhibition irréversible, mais cela sans qu’on puisse 
déceler, le plus souvent, une modification quelconque de la struc- 
ture cellulaire. 

‘L’inhibition réversible semble correspondre a une _ action 
ménagée sur la cellule, l’inhibition irréversible étant la premiére 
phase d’une action toxique qui aboutit aux doses encore plus 
élevées, a une altteinte manifeste, puls a la destruction compléte 
de la structure cellulaire. 

2° Au cours de nos expériences, une substance, le Gardénal 
sodique, n’a pas provoqué d’inhibition irréversible, méme aux 


ité leucocytaire. 
RS ST a I SILI, 


/250 


ulle. 


ulle. 


ulle. 


arsible. 


alle. raed 


M/500 M/1 000 M/2 500 M/5 000 M/10 000 
Réversible. Nulle. 
Irréversible. Réversible. Nulle. 
Irréversible. | Partiellement Nulle. 
réversible. 
Irréversible. Réversible. Réversible. Nulle. 
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doses les plus fortes. Nous pensons. toutefois qu'une abolition 
définitive de la motilité aurait pu étre obtenue, si des concentra- 
tions plus élevées que celles permises par la faible solubilité du 
produit avaient pu étre essayées. 

3° D'autres substances (Novocaine, Multergan) ont provoqué 
une inbib:tion irréversible, a toutes les doses qui se montrent 
actives sur la motilité leucocytaire. Ces substances paraissent done 
particuli¢rement toxiques pour les leucocytes. Sans doute sont- 
elles fixées d’une maniére trés énergique sur ces cellules, puisque 
le lavage ne parvient pas a faire disparaitre leur action. 

4° La différence entre la dose inactive et la dose qui produit 
une inhibition irréversible (c’est-a-dire la zone des concentrations 
ou se produit l’inhibition réversible) varie dans une large mesure 
d’une substance a ]’autre. On peut penser que plus cette marge 
de concentrations est étendue, autrement dit plus l’action toxique 
sur les cellules est graduée, moins l’effet sur les cellules est 
brutal. C’est le cas de la Xylocaine et des barbituriques. 

5° Les concentrations actives sur la motilité leucocytaire sont 
tres variables. Elles sont particuliérement faibles (M/5 000 et 
M/2500) pour certains anti-histaminiques (Phénergan, Néo- 
Antergan), ce qui suggére |’existence de modes d’action différents 
pour ces diverses substances. 

6° Indépendamment des différences de concentrations actives, 
les substances étudiées se distinguent encore par l’influence du 
temps de contact sur leur activité. Certaines d’entre elles (anesthé- 
siques locaux, Multergan, Antistine) modifient la motilité d’autant 
plus lentement que la concentration utilisée est plus faible, alors 
que pour les autres produits, |’action maximum, pour une concen- 
tration donnée, est obtenue d’emblée, soit dés la mise au contact 
des cellules. Remarquons que les substances dont l’action 
s’accroit avec le temps sont également celles qui conduisent le 
plus souvent a une inhibition irréversible de la motilité. A notre 
avis, cela tient, pour de telles substances, A une pénétration intra- 
cellulaire progressive. 

Au contraire, les substances dont l’action est immédiate agissent 
probablement sans pénétrer a Vintérieur de la cellule. On peut 
penser alors soit 4 une adsorption superficielle, soit & une combi- 
naison plus ou moins labile avec certains constituants de la couche 
limitante cellulaire. ' 

Cette interprétation trouve d’ailleurs un appui dans les précé- 
dentes études de l’un de nous, d’une part sur les cellules végé- 
tales [8] (& Vintérieur de celles-ci, les anesthésiques locaux 
pénétrent beaucoup mieux que les barbituriques) et, d’autre part, 
sur les hématies [9] (dont la surface retient les barbituriques par 
adsorption). 


7° Un cas particuliérement intéressant A considérer est celui 


LA MOTILITE DES POLYNUCLEAIRES 904 


offert par les substances actives a trés faible concentration, 
comme le Phénergan et le Néo-Antergan. Sans doute se trouve- 
t-on ici devant un mode d’action particulier ; peut-étre s’agit-il 
d’une interaction entre les molécules de ces substances et un 
nombre relativement restreint de molécules réceptrices entrant 
dans la structure de la surface limitante cellulaire. Remarquons, 
de toutes fagons, que l’effet produit par des substances antihis- 
taminiques sur la motilité leucocytaire parait différent de celui 
exercé sur la conservation de la structure des cellules san- 
guines (10, 44]. Celle-ci semble liée a la présence du noyau 
phénothiazine [10]; l’inhibition du tactisme leucocytaire peut étre, 
a Vopposé, déterminée par des antihistaminiques de structure 
chimique diverse. 

8° Reste a discuter nos observations sur l’héparine. Nous 
n’avons pas été capables de retrouver 4 propos des leucocytes, 
avec cette substance, un effet aussi spectaculaire que celui qu’elle 
exerce sur les thrombocytes. 
_ Pour supprimer la motilité leucocytaire in vitro par l’héparine, 
il faut employer, en effet, des doses considérables. Au surplus, 
ces doses ne semblent pas agir directenient sur les cellules, mais 
simplement en détruisant l’alexine du milieu. 


RESUME ET CONCLUSIONS. 


1° Des anesthésiques locaux (cocaine, Novocaine, Xylocaine), 
des barbituriques (Véronal, Gardénal sodiques, Penthotal), des 
antihistaminiques (Phénergan, Multergan, Antistine, Néo-Anter- 
gan), ajoutés in vitro a des suspensions leucocytaires peuvent, 
sans tuer les cellules (du moins sans altérer apparemment leur 
structure), produire une inhibition, réversible ou_irréversible 
selon les cas, de la motilité cellulaire. 

2° Dans quelques cas (Penthotal, Héparine) cet effet semble 
@tre secondaire a la destruction du complément dans le milieu. 
Le plus souvent, il parait dQ a une modification (chimique ou 
physico-chimique) plus ou moins profonde de la couche limitante 
des cellules. 

3° D’un spécial intérét, nous parait étre l’action ici exercée par 
certains ant:histaminiques (Phénergan, Néo-Antergan), car elle se 
fait sentir A des concentrations de produits comparativement trés 
faibles. 
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L'HEMAGGLUTINATION PASSIVE DANS LA RECHERCHE 
DES ANTICORPS ANTIPROTEIQUES (’) 


par A.-G. BORDUAS (**) et P. GRABAR. 


Unstitut Pasteur. Service de Chimie Microbienne.) 


Depuis les travaux de Keogh et ses collaborateurs [4], puis 
ceux de Middlebrook et Dubos [2], plusieurs chercheurs ont 
réussi a fixer des antigénes bactériens de nature polyosidique sur 
des hématies. Les globules rouges (G.R.) ainsi  sensibilisés 
deviennent spécifiquement agglutinables par les immunsérums 
correspondants, souvent 4 de hautes dilutions, et peuvent étre 
avantageusement utilisés pour évaluer la richesse en anticorps 
de ces sérums. Plus récemment, Boyden [3] a apporté une modi- 
fication importante 4 cette technique et a constaté que méme des 
antigénes de nature protéidique peuvent étre fixés sur des héma- 
ties de mouton a la condition que ceux-ci soient préalablement 
traités par de l’acide tannique trés dilué. Nous avons pris connais- 
sance de cette méthode, au cours de travaux que nous poursui- 
vions sur le systéme ovalbumine-anticorps homologue. Il nous a 
paru intéressant de mettre 4 profit cette derniére technique dans 
la recherche des anticorps qu’on ne parvient pas 4 faire précipiter 
parce qu’ils donnent des complexes solubles ou sont en concen- 
tration insuffisante. 

Apres avoir vérifié les observations de Boyden avec le systéme 
ovalbumine-sérum de lapin anti-ovalbumine et avoir précisé 
quelques possibilités de la méthode, nous l’avons utilisée, avec 
quelques modifications, pour voir s’il ne nous serait pas possible 
de doser les anticorps non précipitants qu’un épuisement pro- 
gressif, par de petites portions d’antigéne (méthode de Heidel- 
berger et Kendall [4]), laisse en solution. Nous avons done essayé 
de suivre, a l’aide de cette méthode, l’épuisement progressif de 
sérums de lapin anti-ovalbumine par l’adjonction de petites quan- 
lités d’ovalbumine, et nous avons constaté que : 1° La quantité 


(*) Une partie de ce travail a fait l’objet d’une communication au 
II¢ Congrés international de Biochimie en juillet 1952 (voir « Résumés 
des communications », p. 382). 

(**) De l'Institut de Microbiologie et d’Hygiéne de l’Université de 
Montréal. 
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totale d’ovalbumine ainsi ajoutée pouvait dépasser largement le 
point d’équivalence du sérum, sans que le taux d’hémagglutina- 
tion du surnageant soit sensiblement abaissé ; 2° Pour différents 
sérums anti-ovalbumine la quantité d’azote précipité au point 
d’équivalence ne variait pas parallélement au_ taux dhémageglu- 
tinalion trouvé ; 8° La quantité minimum d’ovalbumine nécessaire 
pour oblenir Je maximum de sensibilisation des G. R. était 
énorme, si on la compare aux quantilés nécessaires pour d’autres 
systémes. 

Ces observations nous portaient A croire que le systéme inté- 
ressé dans ’hémagglutination passive n’était pas Povalbumine et 
les anticorps anti-ovalbumine, mais une impureté de |’antigéne, 
que nous avons pu démontrer étre la conalbumine, et l’anticorps 
correspondant (1). L’étude quantitative de ce dernier systéme 
nous a permis de préciser la concentration limite d’ant:corps 
nécessaire pour donner une hémagglutination positive et d’éva- 
luer le nombre de molécules d’anticorps fixées par chaque 
globule rouge agglutiné. Des travaux analogues avec un sérum 
de cheval anti-sérumalbumine humaine nous ont permis d’ observer 
des phénoménes de zone trés marqués et de constater l’activité 
des complexes solubles obtenus dans la zone d’excés d’antigéne. 


I. — MarTeERIEL. 


1° GLOBULES ROUGES DE MouToN. — Nous avons ulilisé dans ce 
travail des G. R. de mouton. On préléve aseptiquement du sang 
de mouton que l’on conserve dans 1,2 volumes de solution 
d’Alsever modifiée [5] dont voici ]a composition 


GINCOSC ae. ik eRe 2,05 g 
Citrate: d exsoditima.., cosiuc pee eel eer ee 0,8¢g 
Chlorure de Sodium 29 ces pees se as eee 0,42 g 
BaUNVIGISTIC OTe  tore ns eres ac, a eee OO aT 


On acidifie cette solution avec de l’acide citrique a4 10 p. 100, 
jusqu’a pH 6,1 et on stérilise par filtration sur bougie. Il est 
préférable de laisser vieillir au moins deux jours les globules a 
la glaciére avant de les utiliser; ils peuvent ensuite servir 
pendant quelques semaines. I] faut cependant se rappeler que les 
G. R. traités a Vacide tannique sont trés fragiles et qu’il vaut 
mieux travailler avec des globules aussi frais que possible. Nous 


(1) Dans une publication antérieure [43] nous avons admis que 
Vagglutination des G.R. tannés et sensibilisés par de l’ovalbumine 
par les sérums de malades sensibilisés au blanc d’ceuf est due 4 V’oval- 
bumine. Les recherches relatées dans ce mémoire montrent qu’il s’agit 


en réalité d’un autre constituant du blanc d’ceuf, probablement de 
la conalbumine. 


L'HEMAGGLUTINATION PASSIVE 903 


préférons maintenant renouveler notre réserve de G. R. toutes 
les semaines, les résultats sont ainsi plus constants. 

Nous avons tenté d’utiliser des G. R. humains du groupe « O », 
mais ces globules, plus fragiles que ceux du mouton, supportent 
tres mal ls traitement a lacide tannique, tel que décrit, et les 
tubes témoins n’ont pas été satisfaisants. 


2° Anticzknes. — Les solutions d’ovalbumine ont été obtenues 
a partir de préparations d’ovalbumine de poule cristallisées par 
addition de sulfate d’ammonium a plusieurs reprises par M™ M. 
Kaminski. Ces solutions sont électrophorétiquement pures ; immu- 
nologiquement, elles contiennent de la conalbumine comme 
impureté. 

‘Les solutions de conalbumine étaient obtenues par dissolution 
de cristaux du dérivé ferrique de conalbumine, qui nous a été 
obligeamment fourni par M. R.-C. Warner. N.-Y. Univ. Coll. of 
Medicine. 

La sérumalbumine humaine purifiée par précipitation a l’alcoo) 
nous a été donnée par le D? Van Loghem, d’Amsterdam. Nous 
en remercions. Cette préparation est électrophorétiquement 
pure, mais par voie immunochimique on y trouve au moins 
4 impuretés en petite quantité, 


3° ImmuNsERUMS. — Les sérums de lapin anti-ovalbumine et 
anti-conalbumine ont été préparés et titrés par M™ M. Kaminski 
par les méthodes habituelles. 

Le sérum de cheval anti-sérumalbumine humaine (S-31-III) est 
le méme que celui employé dans des recherches sur la sérumal- 
bumine [42]; 11 est particuligrement riche en anticorps : 20 mg 
par millilitre. 

La plupart des résultats que nous rapportons dans ce mémoire 
ont été obtenus avec des sérums inactivés 4 56°C pendant 
une demi-heure ; on peut cependant, avec des sérums quelque 
peu vieillis, omettre cette opération. On élimine ensuite de 
ces sérums les ageglutinines naturelles anti-mouton. On y arrive 
facilement en opérant sur du sérum dilué au 1/10, auquel on 
ajoute un volume de G. R. égal au 1/10 du volume du sérum 
dilué. On laisse en contact a la température du_ laboratoire 
environ une demi-heure et centrifuge quelques minutes vers 
2000 T. P. M. Dans le tube témoin contenant des G. R. normaux 
en présence de la plus faible dilution du sérum essayé, on ne 
doit ‘pas observer d’agglutination. Les dilutions des sérums ont 
été effectuées soit dans ‘du sérum normal de lapin dilué au 1/100 
(eau physiologique), préalablement chaulffé trente minutes a 56° C 
et épuisé par des G.R. normaux de mouton, soit dans du 
Subtosan de la Maison Spécia (solution isotonique 4 3,5 p. 100 
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de polyvinylpyrrolidone) dilué au 1/10 dans de Veau physio- 
logique. 


4° TAMPONS PHOSPHATES ISOTONIQUES. — Solution tampon n° i 
pl 6,4. A 28 ml d’une solution de PO,KH,, 0,15 M, on ajoute 
12 ml d’une solution de PO,Na,H, 0,15 M et 40 ml d’eau physio- 
logique. ' 

Solution tampon n° 2 : pH 7,2. Pour 12 ml d’une solution de 
PO,KH,, 0,15 M, on ajoute 28 ml d’une solution de PO,Na,H, 
0,15 M et 40 ml d’eau physiologique. 


5° Acie TANNIQUE A 1/20000. — Nous n’avons utilisé que 
acide tannique de Rhone-Poulenc précipité a Valcool (2). L’acide 
lannique s’altére rapidement en solution diluée et, pour obtenir 
des résultats constants, nous croyons qu’il est préférable d’utiliser 
chaque jour une solution fraiche d’acide tannique a 1/20 000 
dans de l’eau physiologique. 


Il. — Trcunigues. 


Nous avons suivi la technique décrite par Boyden, dont voici 
les grandes lignes. 


a) LavaGE DES GLOBULES rouGES. — Les G. R. de mouton, 
conservés dans la solution d’Alsever, sont séparés du liquide qui 
les baigne par centrifugation 4 une vitesse relalivement faible 
(2 000 T. P.M.) pendant cing minutes, puis lavés trois fois en 
remettant délicatement en suspension les globules sédimentés 
dans un volume d’eau physiologique égal au volume initial de 
Ja suspension. Pour éviter les dangers d’hémolyse, nous avons 
préféré utiliser chaque jour des globules fraichement séparés de 
la solution conservatrice. 


b) TRAITEMENT DES HEMATIES PAR L’ACIDE TANNIQUE. — A un 
volume (2 ml) d’une suspension de G. R. de mouton a 2,5 p. 100 
dans du tampon phosphate isotonique (pH 7,2), on ajoute 1 volume 
(2 ml) d’une solution fraiche d’acide tannique a 1/20 000 et on 
laisse en contact pendant dix minutes. On centrifuge ensuite 
pendant quelques minutes a environ 1500 T.P.M., on lave 
une fois dans un volume (2 ml) de tampon phosphate isotonique 
(pH 7,2) et on remet finalement les G. R. en suspension dans un 
volume (2 ml) d’eau physiologique. 


(2) Quelques essais ont pu étre effectués avec un acide tannique 
pur que nous devons 4 l’obligeance du D* Carraz et qui provient de 
la Maison Carlo Erba, de Milan. Les résultats obtenus ont été ana- 
logues, mais la concentration optimale du tannin a été plus éleyée. 
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c) SENSIBILISATION DES HEMATIES PAR L’ANTIGENE. — A un volume 
(2 ml) de la suspension de G. R. traités a l’acide tannique, on 
ajoute 4 volumes (8 ml) d’une solution de concentration appro- 
priée de Vantigéne dans un tampon phosphate isotonique a 
pH 6,4. On laisse en contact quinze minutes a la température du 
laboratoire, puis on centrifuge vers 1500 T.P.M. pendant 
environ cing minutes et on lave deux fois dans un volume (2 ml) 
de sérum de lapin normal dilué a 1/250 (eau physiologique) 
préalablement inactivé et épuisé par des G.R. normaux de 
mouton, ou dans du Subtosan dilué au 1/10 dans de l’eau physio- 
logique. Les G. R. ainsi sensibilisés et lavés sont alors remis en 
suspension dans un volume (2 ml) de sérum de lapin normal a 
1/250 ou de Subtosan a 1/10. 


d) TECHNIQUE DE LA REACTION. — Dans une série de tubes a 
hémolyse (8) on introduit 0,5 ml des dilutions croissantes du 
sérum a essayer et 0,05 ml (I goutte) de la suspension de G. R. 
sensibilisés. Un témoin (T. S.) contenant 0,5 ml de la plus faible 
dilution du sérum en présence de la méme quantité de G. R. 
normaux confirme l’épuisement du sérum en agglutinines anti- 
mouton. Un deuxiéme tube témoin (T. G. R.) contenant 0,5 ml du 
diluant utilisé (sérum de lapin normal au 1/100 ou Subtosan au 
1/10) en présence de 0,05 ml de G. R. sensibilisés sert de point 
de comparaison dans la lecture de la réaction. On agite délica- 
tement les tubes qu’on laisse sédimenter toute la nuit, a la tempé- 
rature du laboratoire. 

La lecture des résultats doit se faire en regardant le fond des 
tubes dans un miroir concave. Les globules non sensibilisés mis 
en présence d’un sérum épuisé en agglutinines anti-mouton (T. S.) 
forment, aprés sédimentation, une pastille bien délimitée au 
centre du tube. Par contre, les globules sensibilisés mis en pré- 
sence du sérum de lapin normal au 1/100 ou de Subtosan au 1/10 
(T. G. R.) sédimentent en forme d’anneau, que l’on retrouve 
dailleurs avec les hautes dilutions (réaction négative) d’un 
immunsérum, cependant que pour les dilutions du méme sérum 
ou la réaction est positive, les G. R. sédimentés recouvrent le 
fond du tube d’une mince couche présentant parfois des granu- 
lations. Une légére agitation des tubes, méme fortement positifs, 
remet facilement les G. R. en suspension et seule leur disposi- 
tion au fond du tube permet de constater l’hémagglutination. 
Méme |’examen sous microscope ne permet pas de distinguer les 
suspensions des tubes témoins de celles des tubes fortement 
positifs aprés une légére agitation. 


(3) Ces tubes doivent étre trés propres ; nous les lavons 4 lacide 
chromique. 
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III. — Risvtrats. 
1° ConrroLe DE LA METHODE. — a) Sensibilité et fidélité de la 
méthode. — Au moment oti avait paru la publication de Boyden, 


nous tentions, déja depuis quelque temps, d’appliquer la tech- 
nique de Middlebrook et Dubos au systéme ovalbumine-sérum de 
lapin anti-ovalbumine. Nous étions done tres heureux de vérifier 
que des G.R. préalablement traités par de Vacide tannique ct 
sensibilisés par une solution d’ovalbumine (contenant comme 
impureté de la conalbumine) étaient agglutinés avec un sérum 
de lapin hyperimmunisé contre cet antigéne a Ja dilution 1/10 000 
mais non a 1/100 000. Par contre, le méme systéme, dans des 
conditions analogues, ne donne aucune agglutination méme dans 
Je tube contenant du sérum non dilué si les G. R. sont sensibi- 
lisés sans avoir préalablement été traités A lacide tannique. Vou- 
lant préciser entre les dilutions 1/10000 et 1/100 000, nous 
sommes arrivés a la conclusion qu’on ne pouvait guére: espérer 
faire mieux que de situer le titre entre les dilutions 1/30 000 et 
1/40 000. Le méme sérum titré plusieurs fois nous a convaincus 
rapidement de la fidélité de la méthode. 

b) Lavage des globules rouges sensibilisés. — Boyden propose 
un seul lavage des G. R. sensibilisés pour éliminer l’excés d’anti- 
géne qui est susceptible d’abaisser le taux d’hémagglutination. 
Cette précaution nous a paru insuffisante, étant donné la forte 
concentration de lantigéne proposée (10 mg ovalbumine pour 
2 ml de G. R. a 2,5 p. 100) et nous avons voulu nous rassurer 
sur lefficacité du lavage. Nous avons toutefois constaté qu’on 
obtient Je méme titre en utilisant des G. R. lavés une seule fois 
ou lavés trois fois. Un seul lavage semble donc suffisant, mais 
nous préférons quand méme, par mesure de précaution, laver 
deux fois. 

c) Diluants. — Les globules tannés, puis sensibilisés par 
l’antigéne sédimentent trés mal dans de l’eau physiologique ect 
Boyden propose, comme diluant de l’immunsérum, du sérum de 
lapin normal dilué au 1/100. Nous avons, de cette facon, obtenu 
d’excellents résultats. Cependant, ce matériel se conserve assez 
mal et peut facilement compromettre le résultat d’un essai s'il 
contient encore des agglutinines anti-mouton ou s’il doit étre 
utilisé avec des sérums d’espéces animales différentes avec les- 
quels i] est suceptible de réagir. Pour le remplacer, nous avons 
essayé le Subtosan, la gélatine, la sérumalbumine bovine, la 
gomme arabique et la gomme sénégal. De toutes ces substances, 
seul le Subtosan dilué au 1/10 (c’est-a-dire une solution de 
polyvinyl-pyrrolidone a 0,35 p. 100 dans de l’eau physiologique) 
donne des résultats convenables et peut avantageusement rem- 
placer le sérum normal. 
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d) Quantité d’ovalbumine fixée sur les globules rouges. — 
La concentration d’ovalbumine nécessaire pour sensibiliser au 
maximum les G. R. (10 mg pour 2 ml de suspension a 2,5 p. 100) 
nous paraissait trés élevée et nous étions curieux de voir si la 
quantité d’ovalbumine adsorbée était considérable. Connaissant 
la teneur en ovalbumine de la solution utilisée pour sensibiliser 
les G. R., il nous était facile d’évaluer la quantité d’antigéne 
adsorbée en dosant lVazote de la solution surnageante aprés 
centrifugation. Voici les résultats auxquels nous sommes ainsi 
arrivés : 


OVALBUMINE 
OL = 
Ajoutée ~ Récupérée 
Globules rouges a 2,5 p. 100 : 
2 ml traités par acide tannique. .... 10,0 mg 9,88 mg 
2 ml non traités par l’acide tannique . . 10,0 mg 9,50 mg 


On peut done conclure que la quantité d’ovalbumine adsorbée 
est trés faible, certainement trop faible pour qu’on puisse |’éva- 
luer par cette méthode. Mais alors pourquoi faut-il tant d’oval- 
bumine pour sensibiliser les G. R. s'il y en a si peu qui 


s’adsorbe, 4 moins que la substance active ne soit une impureté 
de la préparation utilisée ? 


2° EssaIs AVEC L’OVALBUMINE ET LA CONALBUMINE. — a) Compa- 
raison entre le taux @hémagglutination et le maximum de précipi- 
tation par Vovalbumine de quelques sérums de lapins anti- 
ovalbumine. — Nous avons déja signalé que le taux d’hémagglu- 
tination ne variait pas parallélement au maximum de précipitation 
par l’ovalbumine pour différents sérums essayés. Voici quelques 
résultats qui sont assez démonstratifs. 


QUANTITE HEMAGGLUTINATION 
; d@OV/ml de sérum 
NUMERO DES SERUMS au point 
d’équivalence | 
en pe Dilution positive Dilution négative 
| ee ei ae oh 250 4 : 60 000 4: 710 000 
1h Ce ae 450 4: 50 000 4 : 60 000 
a sets teal REN BR Sh 450 4: 40 000 4: 50 000 
‘ : 7150 4: 200 000 4 : 300 000 


Il aurait été intéressant de vérifier, avec ces sérums, le paral- 
lélisme entre le maximum de précipitation par la conalbumine 
et le taux d’hémagglutination, malheureusement ces sérums étaient 
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déja épuisés quand nous avons constaté le rdle de la conalbumine 
dans lhémagglutination. 

b) Epuisement progressif des sérums de lapin anti-ovalbumine 
par Vovalbumine. — Les divergences observées entre le taux 
d’hémagglutination et le maximum de précipitation dont nous 
venons de parler pouvaient s’expliquer, en partie tout au moins, 
en admettant que les anticorps dits bloquants ou incomplets, dont 
Ja teneur peut facilement varier d’un sérum a l’autre, pro- 
voquent, au méme titre que les anticorps précipitants, l’agglu- 
tination des G. R. sensibilisés. Nous avons done titré, par hémag- 
elutination passive, les liquides surnageants obtenus aprés l’addi- 
lion successive de plusieurs petites portions d’ovalbumine et 
nous avons constaté que pour inhiber a peu prés complétement 
Vhémagelutination passive, il nous fallait ajouter des quantités 
trop considérables d’ovalbumine (pouvant aller jusqu’a 300 p. 100 
de la quantité calculée pour le maximum de précipitation) pour 
que cette hypothése fat plausible. En effet, il faudrait admettre 
que dans ce cas particulier il y avait au moins trois fois plus 
d’anticorps bloquants ou incomplets que d’anticorps précipitants. 
La conclusion que lovalbumine n’agit que par sa teneur en 
impuretés (conalbumine) était a envisager. 

c) Sensibilisation des globules rouges par la conalbumine. 
— Les constatations plus ou moins imprévues que nous venons 
de signaler nous ont amenés a rechercher |’activité de certaines 
impuretés naturelles de lovalbumine dans la_ sensibilisation 
des (G2'R: 

Nous avons ainsi constaté que non seulement la conalbumine 
sensibilise les G. R. comme le fait la solution impure d’ovalbu- 
mine déja utilisée, mais qu’elle est beaucoup plus active que 
celle-ci puisqu’on peut obtenir le méme taux d’hémagglutina- 
ion en n’utilsant qu’environ 3 p. 100 (78 wg au lieu de 2500) 
de la quantité nécessaire pour obtenir le maximum de sensibili- 
sation avec lovalbumine impure (tableau 1). 

Ces résultats sont assez suggestifs et cadrent trés bien avec les 
observations déja faites a l’électrophorése et par des études 
immunologiques que certaines préparations d’ovalbumine impar- 
faitement purifiée contiennent de 3 a 5 p. 100 de conalbumine. 
Toutefois, nous ne pouvions éliminer avec certitude la possibilité 
de deux réactions distinctes, l’une mettant en ceuvre les anticorps 
anti-ovalbumine. et l’autre les anticorps anti-conalbumine, les4 
quels auraient pu, par hasard, donner un taux d’hémagglutination 
identique au taux observé avec l’ovalbumine. 

d) Action comparée de la conalbumine et de l’ovalbumine 
dans Vinhibition de la réaction d’hémagglutination. — Pour 
éliminer définitivement l’hypothése que l’ovalbumine puisse jouer 
un réle dans la réaction d’hémagglutination passive, nous avons 
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TABLEAU 1. — Activités comparées de la conalbumine et de l’oval- 
bumine dans la sensibilisation des globules rouges pour le test 
d@’hémagglutination passive d’un sérum de lapin anti-ovalbumine 
impure. 


: Dilutions du sérmum i : 
: ‘¢ Témoin : pg d'antigéne pour 
Séries ee i ape : qas5 : mate bigpsg toa 3 ees 1 ml de 
: : : : : uges + suspension de G.R. a 215% 
1 : - ; - 3: - : er - : 54 
Spl ae rie gs alee toe: 
3 : (oe SRS age ger Sag 218 
4 ; + g + , - : - : - 3 437 
5 + z + = : = = i B75 Ovalbumine 
6 + 2 # =e 4 = z = 1.750 
? ge ery Chon a Sats Bm oo 2,500 
8 : + : + : + : - F = : 5,000 
9 ; + - + : - : - ; - 10,000 
fe ee a is Seas, 
11 : + . + zo H - 3 - : 418 
ae ee es ere 
13 + : + : at : - : - : 19,5 
14 ' + i + : + i - 3 - ; $059 Conalbumine 
15 + ; + = + 3 - ; - : 78 
16 ; + H + + : - : = : 156 
7 eae: pV ag Uh ha ddiet .d 3 312 
18 4 + fe + : + : - ; - : 6°5 


effectué l’expérience suivante. A deux tubes, contenant chacun 
2 ml d’une suspension de G. R. a 2,5 p. 100 préalablement traités 
par l’acide tannique, on ajoute, dans l'un, 5 mg d’ovalbumine 
et, dans lautre, 156 wg de conalbumine (quantités optimum pour 
chacun des deux produits) dilués dans 8 ml de tampon phos- 
phate isotonique a pH 6,4. Aprés un contact d’environ quinze 
minutes, on centrifuge et on lave soigneusement. par deux fois 
les G. R. sensibilisés dans du Subtosan dilué au 1/10. On pré- 
pare ensuite deux séries de tubes dans lesquels on introduit : dans 
le premier tube de chaque série, 0,25 ml d’une solution d’oval- 
bumine a la concentration de 1 mg par millilitre et, dans les 
tubes suivants, 0,25 ml] des dilutions au 1/10, au 1/100, etc., de 
cet antigéne. On procéde de la méme facon pour deux autres 
séries de tubes dans lesquels on introduit les mémes quantités 
de conalbumine. On ajoute ensuite 4 chacun de ces tubes 0,25 ml 
d’une dilution 4 1 pour 5000 d’un sérum que l’on sait actif 
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a 1 pour 200000, puis I goutte de .G. R. sensibilisés de fagon 
a obtenir les séries I, II, II], IV du tableau If ot sont réunis 


les résultats de l’hémagglutination. 


TapLeau Il, — Inhibition de Vhémagglutination par la conalbumine. 


3 ee a Sey ee 
lmg/ :1071;10-2:10~ 210 :10-5 10-6 
oo : : : 3 : 


: 
: 
. 
. 
: : 
ry 
. 
: 


dilutions - 
Antigénes 


ae 06 oe 


; : ? 
3 . . 


volumes, 1 :0)25_:0)25:0)25:0s2520)25:0)25:0)25 


—-_—‘s = = 
. 


~ 20)25:0 525 


= $20,250, 50:0,25: 
:0,05:0,05: - 
- 40,0520 ,05 


: 


ry : ¢ : 


Subtosan, ml fe a a ie: ee te 


reer) 


G.R.sensibilisés, ml :0,05 :0)05:0,05:0,05:0105:0,0520,05: 


G.R. normaux, ml Ce ee 


=- 3: : 
. . . 


he : : 3 : 3 : z be : aS Geek aoa 
Série I : Conalbumine : ‘ : : : : H | : H 
et GR. sensibsilieés ore, te os se ye St or a see ees ‘Da 
par conalbumine H 3 $ H : : H a ; 3 : 
série II : Ovalbumine : : : : $ z : Oe 2 * 3 
et GR. seneibiliséS. 5 = Oe) c= ite? Gh) ches? Hea ee Ree ee 
par Conalbumine : : 5 5 $ H 4 33 : : : 
Série III: Conalbumine: : . : : D a 2% os | = 
et OR. sSeneibitisés, “s) =a) = Tee iS Sess ee a 
par_ovalbumine 4 : $ Hi 3 2 = ss iE 2 Z 
Série Iv: Ovalbumine : 3 : t 8 iH 3 33 ‘si a zs 
et GG. Rissensibilisie. "= Stace Wa ey Me oe ees se ee ee ee 
par_ovalbumine 4 : ¢ * H 3 H 35 : Y 4 


Ces résultats démontrent clatrement que dans la réaction 
@hémagglutination passive l’ovalbumine n’agit que par son 
impureté, la conalbumine, et que seul le systéme conalbumine- 
anticorps anti-conalbumine est actif puisque: 1° on obtient Ja 
méme inhibition avec la méme quantité d’antigéne vis-a-vis des 
G. R. sensibilisés aussi bien avec la conalbumine qu’avec I ’oval- 
bumine; 2° pour obtenir une inhibition équivalente, il faut 
ajouter env:ron dix fois plus d’ovalbumine que de conalbumine 
en présence de G. R. sensibilisés aussi bien par l’ovalbumine que 
par la conalbumine. 


3° CONCENTRATION-LIMITE D'ANTICORPS PRECIPITANTS DISCELABLES 
PAR LA REACTION D’ HEMAGGLUTINATION PASSIVE. — Dans le but 
d’évaluer la concentration-limite d’anticorps nécessaire pour 
donner une réaction d’hémagglutination positive, nous avons 
comparé le taux d’hémageglutination et la concentration en 
anticorps, mesurée par lazote spécifiquement précipité, pour 
différents sérums. Si nous considérons le sérum de Japin anti- 
conalbumine n° 1 et le sérum de cheval anti-sérumalbumine 
humaine S-31-II (tableau III), nous voyons que 0,006 ug d’anti- 
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corps par millilitre de sérum sont encore suffisants pour donner 
une réaction d’hémagglulination positive, concentration nettement 
inférieure- aux concentrations décelables par les techniques 
immunochimiques habituelles. 


Tasteau Ill. — Taux @’hémagglutination et teneur en anticorps 
de divers sérums. 
Sérucs ates Antigene:pe Anticorps:Taux a'hémag—: Concentration 
: par ml de : par ml de :glutination +:limite ; 
A Geek Rice sérum + (inverse de dkatsoose 
Description : n° ‘<€équivalence, sla dilution) :Taux d'hémag= 
: : “s = sglutination 


T3196 22 25825) re 200F000s Ns EMO. 00G 


uae arent B16: 3,000 : 0,272 
Lapins : 3 : : 
anti-Conalbumine 2 is : % 
Oras 84 5; 525 ; 4,000 $ 0,131 
26 + 8: 88: 550: 4,000 +: 05137 
flies see Coes 725 + 900 + 0,805 

Lapins anti- : eo) te Pe 3 
Albumine Humaine Soto) 5) apace : 7.100 : 200,000 3 0,025 
ee 
Chévre anti-Aln.H, ahelte s 276 : 1.725 2 8,000 § 0,216 

s8-31-: 2,788 : 17.437 :3,000,000 : 0,006 
2? ITT 3 $ 3 : 

Cheval anti- : : : 5 2 
Albumine HucAine eta 1.400 8.750 : 200 7000 0,044 
Chien anti- - : non précipitant : 1.000 
Conalbumine e H fi 


Contrairement aux résultats obtenus par Ovary et Briot [6], qui 
mesurent, par libération locale d’histamine, la quantité d’anti- 
corps précipitables par l’antigéne, nous obtenons des résultats 
qui varient cons:dérablement d’un sérum a l’autre, ce qui semble 
indiquer que dans Ja réaction d’hémagglutination passive les 
anticorps précipitants ne sont pas les seuls en cause et que les 
anticorps dits bloquants ou monovalents sont également actifs. 
Ceci n’a rien de surprenant puisque nous avons pu démontrer 
(V. plus loin) avee le sérum de cheval S-31-III que des complexes 
solubles, obtenus dans la zone d’excés d’antigéne, sont encore 
fortement hémagglutinants. 

Malheureusement, nous n’avons pu, faute de matériel, recher- 
cher les anticorps non précipitants dans le sérum de lapin anti- 
conalbumine n° 1 qui, vraisemblablement, en était exceplionnel- 
lement riche. Toutefois, nous avons constaté, en étudiant les 
liquides surnageants de la précipitation spécifique des sérums 
de lapin anti-conalbumine n®* 2, 8, 6 et 8, que le taux 
Vhémagglutination tombe brusquement au point correspondant 
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au maximum de précipitation et la-réaction reste négative dans 
toute la zone d’excés d’antigéne. Litas a 

Un sérum de chien qui ne donnait pas de précipitation visible 
a présenté un titre au milliéme a I’hémagglutination (tableau III). 
Si 0,006 ng d’anticorps par millilitre correspond a la limite de 
sensibilité de l’hémagglutination, ce sérum devrait contenir 
environ 6 pg d’anticorps par millilitre, teneur voisine de fa 
sensibilité de la réaction de précipitation. L’absence de précip!- 
tation visible peut done étre attribuée, dans ce cas, soit a une 
concentration trop faible en anticorps, soit 4 la présence d’anti- 
corps non précipitants. 


4° EVALUATION PONDERALE DU NOMBRE DE MOLECULES D’ANTICORPS 
NECESSAIRE POUR PROVOQUER L’AGGLUTINATION D'UN SEUL GLOBULE 
ROUGE. — Si on admet que l’azote des anticorps du_précipité 
spécifique correspond Aa la totalité des anticorps participant a la 
réaction d’hémagglutination (concentration-limite = 0,006 pg par 
millilitre pour le sérum de lapin anti-conalbumine n° 1) on peut, 
d’aprés le nombre des G. R. introduits dans le dernier tube 
positif (33,7 x 10%), évaluer le nombre de molécules d’anticorps 
nécessaire pour provoquer Jl’agglutination d’un seul globule 
rouge. En prenant pour poids moléculaire des anticorps 180 000, 
et en admettant que tous les G. R. du dernier tube franchement 
positif sont agglutinés, on calecule que 50 molécules d’anticorps 
sont, en moyenne, fixées sur chaque globule rouge agglutiné. J] 
faut, toutefois, souligner que malheureusement ces calculs sont 
approximatifs et n’ont qu’une valeur trés limitée puisque, d’un 
sérum 4 l’autre, pour une méme espéce animale et avec le méme 
antigéne, la concentration-limite d’anticorps varie considéra- 
blement. 

Il est cependant intéressant de rappeler que Pressman, Camp- 
bell et Pauling [7] sont arrivés, par extrapolation des résultats 
obtenus par dosage de l’acide arsénique, a évaluer aA moins de 
60 le nombre de groupements arséniques fixés sur chaque G. R. 
susceptible d’étre agglutiné par l’antisérum correspondant. De 
méme Mayer, Croft et Gray [8], travaillant en présence d’exceés 
de complément, ont évalué A 48 le nombre de molécules d’anti- 
corps anti-globule rouge de mouton nécessaire pour provoquer 
la lyse d’un globule rouge. Ce nombre, en parfait accord avec 
les travaux plus anciens de Brunius [9], est beaucoup plus faible 
que celui proposé par Heidelberger, Weil et Treffers {40}. 


5° ACTIVITE DES COMPLEXES SOLUBLES DANS LA REACTION D’HEMAG- 
GLUTINATION Passive. — Il nous paraissait intéressant d’étudier, 
avec la réaction d’hémagglutination passive, un sérum de 
cheval (S-31-III) anti-sérumalbumine humaine donnant une courbe 
de précipitation sur laquelle apparait un palier s’étendant de 
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5 mg a plus de 7,5 mg d’albumine par millilitre de sérum [42]. 
Nous étions curieux de voir comment se comporterait la réaction 
dhémagglutination dans cette zone ot la quantité d’azote précipité 
reste a peu prés constante, par formation, semble-t-il, de 
complexes solubles, bien que la quantité d’antigéne ajouté varie 
et ot. le rapport N des anticorps/N de l’antigéne ajouté passe 
de 3a 1,5. 


TasizAu IV. — Résultats de Vhémagglutination passive obtenus avec 
des globules rouges sensibilisés par des quantités décroissantes 
de sérum-albumine humaine. 


ry 


_(Burnageant 2 . 


$ Dilutions + Témoins + mg Alb/al 
3 t : 3 de ‘ 
Sézums ete MAL PMN e OTaMTE A ames CRIME Tee ORGAO 
2107*310-3::1074210-5 +1078 :10-7 + _T,8.:7.6.R,7 be 
3 t s 3 t 8 % 3 2 
3 3 % 3 a 3 P % a 
$F 2 2+ 3 t 2+ Be gs = 3 — 8 255 
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8-31-11 i ie ee Oc Jane Fac Sear 1, SRR Tee s s 0,25 
% 3 ’ ’ % % Ps ’ 3 
Weicjem. 55 mw 1G ewe am 5G ee 8) as sg ’ : 0,025 
$ ‘t % 3 genres A : 
3 3 3 3 % D 3 : 3 
Oe cae Ia eS oe a oc en es eo a ead 235 
Surnageant de ; 8 ts +3 2 3 3 3 £ 
mAlb/m 8S. s+ t+ t+ 24+ Fe 2 2 7 E 0;25 
(gurnageant 1) : 3 % 3 £ € 3 : : 
ee Ta Sea ec ae Se : 0,025 
s poe hte won ory co ‘ mo Aref 235 
3 3 % : ’ 3 ’ : 
Surnageant de: t+ t+ t+ te te ¢ : 0,25 
755mg Alb/ml,S. : ‘s 3 5 % e ’ : 
gine Soh ieat “Ais am AS) fos, 1B eel S'S! om 8 : q 0,025 


Aprés avoir préparé les surnageants correspondants aux 
points : 5 mg d’albumine par millilitre de sérum (surnag. 1) et 
7,5 mg par millilitre (surnag. 2), précipitations effectuées avec 
du sérum dilué au 1/10 vu l’abondance du précipité formé, nous 
avons fait quelques essais pour déterminer la quantité optimum 
d’antigéne nécessaire pour sensibiliser les G. R. tannés et pré- 
ciser les taux d’hémagglutination de ces préparations. ‘Les 
résultats obtenus sont résumés dans les tableaux IV et V ou 
Yon voit : 1° que la quantité optimum d’albumine se situe vers 
250 wg par millilitre de G. R. a 2,5 p. 100, et 2° que les liquides 
surnageants obtenus aprés précipitation par 5 et 7,5 mg d’albu- 
mine ont encore une trés grande activité dans la réaction 
d’hémagglutination, bien que considérablement inférieure a celle 
du sérum initial. 

Pour expliquer les taux élevés d’hémagglutination des surna- 
geants 1 et 2, nous avons pensé que les G. R. pouvaient fixer une 
impureté éventuelle de l’albumine pourtant électrophorétiquement 
homogéne, mais avec laquelle on peut toutefois observer quatre 
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Tastsao V. — Taux d’hémagglutination obtenus avec des globules 
rouges sensibilisés par 250 »g d’albumine par millilitre de glo- 
bules rouges a 2,5 p. 100. 

DILUTION POSITIVE DILUTION NEGATIVE 


Sérum initial S-31-III....... 4/3 000 000 4/4 000 000 
Surnepeant2 cy ia ae i 1/100 000 4/200 000 
Surnageant 2". ajax oe ~h 1/4100 000 4/200 000 


traits fins supplémentaires par la technique d’Ouchterlony (4). 
Dans cette hypothése, V’affinité des G.R. pour limpureté 
devait étre trés grande pour qu’une quantité aussi faible puisse 
sensibiliser les G. R. (moins de 2 p. 100 de 250 ug par millilitre 
de G. R. a 2,5 p. 100) et nous espérions qu’en traitant une méme 
solution d’antigéne par plusieurs lots de G.R. on pourrait 
éliminer, avec le premier lot, l’impureté responsable de l’activité 
des surnageants et observer une chute brutale de l’activité des 
surnageants vis-a-vis du deuxiéme lot de G. R. Aprés avoir pré- 
paré les surnageants correspondants aux points 5, 7,5, 8,5 et 
9,5 mg d’albumine par millilitre de sérum (surnag. 1, 2, 3 et 4), 
nous avons ajouté a chacun de ces surnageants et au sérum 
initial (S-31-IH) des G. R. sensibilisés de la facon suivante : 

a) G. R. sensibilisés par 500 pg d’albumine par millilitre de 
G. R. a 2,5 p. 100 (concentration double de la concentration 
optimum) ; 

b) G. R. sensibilisés avec le surnageant de a; 

c) G. R. sensibilisés avec le surnageant de b ; 

d) G. R. sensibilisés avec le surnageant de c. 

Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau VI; on 
constate que les G. R. des séries b sont encore fortement agglu- 
tinés par des dilutions élevées (positifs 4 1/10 000) de tous les 
surnageants. Ce résultat ne peut s’expliquer, en admettant l’acti- 
vité d'une impureté de l’antigéne, qu’en supposant que les consti- 
tuants de l’antigéne se fixent sans aucune sélectivité sur les G. R., 
mais dans des proportions reflétant leurs concentrations relatives 
dans la solution surnageante. 

On constate, de plus, qu’avec des G. R. sensibilisés par de 
faibles quantités d’antigéne (séries b, c, d), on obtient des phéno- 
ménes de zone trés marqués (tableau VI). 

a) Essais de sensibilisation mixte des globules rouges. — 
L’hypothése d’une sensibilisation des globules rouges par une 
impureté de l’albumine n’étant donc pas exclue, nous avons voulu 
étudier les possibilités d’une sensibilisation mixte par deux anti- 
génes que l’on sait se fixer facilement : la conalbumine d’une 
part et l’albumine humaine d’autre part. 

Connaissant les concentrations optimum de ces deux antigénes, 


(4) Observations faites par M. Burtin. 
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Tasieau VI. — Hémagglutination par les surnageants. 
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90 wg de conalbumine et 250 yg de sérumalbumine par millilitre 
de G. R. a 2,5 p. 100, nous avons préparé les lots suivants : 

a) G. R. sensibilisés par 90 pg de conalbumine ; 

b) G. R. sensibilisés par 250 pg d’albumine ; 

c) G. R. sensibilisés par un mélange de 250 ug d’albumine 
+ 90 wg de conalbumine ; 

d) G. R. sensibilisés d’abord par 250 pg d’albumine, puis par 
90 we de conalbumine ; 
e) G. R. sensibilisés d’abord par 90 pg de conalbumine, puis 
par 250 pg d’albumine. 
Le tableau VII résume les résultats obtenus avec un sérum de 
lapin anti-conalbumine, d’une part, et un sérum de cheval 
(S-31-III) anti-albumine humaine, d’autre part. Ces résultats 
suggérent les conclusions suivantes : 
1° La réaction d’hémagglutination passive est spécifique. 
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TasLeau VIl. — Sensibilisation mixte des globules rouges. 
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Dans un mélange de conalbumine et d’albumine humaine, 
ot. chacun des antigénes est a la concentration optimum, les 
G. R. ne fixent que l’albumine, probablement parce que les grou- 
pements récepteurs, qui semblent les mémes dans les deux cas, 
sont saturés par ]’antigéne le plus concentré (environ 3 a 1). 

3° Par contre, si l’on traite successivement les G. R. par ces deux 
antigénes, quel que soit ordre dans lequel on procéde, on les sen- 
sibilise envers les deux antigénes comme si le deuxiéme antigéne, 
quel qu'il soit, pouvait déplacer partiellement le premier déja fixé. 

Pour vérifier V’importance du facteur concentration dans la 
fixation de chacun de ces deux antigénes sur les G. R., nous 
avons traité successivement chacun des mélanges suivants par 
quatre lots de G. R. 


LOTS DE GLOBULES ROUGES MELANGES D ANTIGENES 


AY peng; Aas Aus bre tske . . . 250 ug d’albumine 49 90 ug de conal- 
bumine par ml. G.R. a 2,5 p. 400. 
B,, Bg, Bs, Bg. . - - . . - - 250 pg d’albumine + 250 #8 © conal- 
bumine par ml. G.R. 5 p. 100. 
C,, Cy, C3, C,. . . ~~. ~~~ 90 pg d’albumine + 90 be as conal- 
bumine par ml. G.R. a 2,5 p. 100. 
Diy Daye Ds; lene ee el ne Ona Le ga cairn ue, ve conal- 
bumine par ml. G. R. 5 p. 100. 
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Le cas échéant ot l’un des antigénes aurait une affinité plus 
grande pour les G. R., nous devrions, avec l’un ou l'autre de 
ces mélanges, observer un changement de spécificité des différents 
lots de G. R. sensibilisés. 


Les résultats obtenus (tableau VIII) montrent : 1° qu’on peut 


TasLEau VIII. 


Sérums, dilutions 2107 +10 = 10-4: 10-5 + 10-6 + 10-7 


CAR lot Ay fe SE ae Rea a 


Wate Soils, rig hi sda Non sie gust clin eed eagle Ae 


sérun 
Lapin anti- 
Conalbumine: "lots Bo, Bz 


; RTote 


:_* lot By apse: matenenile hon sade wa 


3 
> 


facilement obtenir une sensibilisation mixte des G. R. avec deux 
antigénes différents, 4 condition qu’ils soient a la méme concen- 
tration dans le mélange (série B); 2° on n’observe pas de chan- 
gement de spécificité en passant d’un lot de G. R. a l’autre pour 
un méme mélange, ce qui confirme que chaque antigéne a a peu 
prés la méme affinité pour les G. R. et que seule la concentration 
relative des deux antigénes dans le mélange détermine la spéci- 
ficité des globules sensibilisés ; 3° le phénoméne de zone trés 
marqué avec le sérum de cheval est totalement absent avec le 
sérum de lapin. 

b) Essais d’inhibition de la réaction d’hémagglutination passive 
des surnageants par addition de diverses fractoins de sérum 
humain. — Les résultats précédents semblent exclure la possi- 
bilités d’une activité des surnageants vis-a-vis d’une impureté 
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de l’antigéne. En effet, il semble impossible de sensibiliser les 
G. R. avee un antigéne dans un mélange ow celui-ci est en faible 
concentration par rapport a un autre susceptible de s'y fixer 
également. Toutefois, ces résultats ne peuvent étre considérés 
comme deéfinitifs car il reste toujours possible, bien que peu 
probable, que nous soyons en présence d'une impureté particu- 
lierement avide de se fixer sur les G. R. Pour trancher la question 
nous avons essayé d’inhiber l’activité des surnageants en ajoutant 
a ces derniers des quantités appréciables de diverses fractions 
plus ou moins purifiées de sérum humain. 

Au surnageant obtenu par précipitation du sérum S-31-IIT a 
raison de 8 mg d’albumine par millilitre de sérum, nous avons 
ajouté Aa raison de 1 mg/ml de sérum les fractions suivantes 
obtenues par précipitation 4 l’alcool (méthode de Cohn) : 


RE Ree BOR oe Reinet Peet amen’ es, bomen Se Surnageant 34-IV-A. 
i} C84 ea Cue cw. arta 5 sy, st, aes Supe ss te SURO eRe es 

| ich EC Re Eee Nes Kin JOR RAS AT Aa Surnageant 31-1V-7-C. 
Baw ph ystologiqueéss.t oes" sk. ee one Surnageant 31-9. 


Aprés centrifugation, tous ces surnageants ayant conservé leur 
pouvoir d’hémagglutination vis-a-vis des G. R. sensibilisés par 
lalbumine humaine 4 la dilution 1/100 000, nous avons essayé de 
neutraliser leur activité en effectuant les combinaisons suivantes 
(tableau IX) : 


TasLeau IX. 


FRACTIONS HEMAGGLUTINATION 
St RNAGEANTS ajoutées 


2 mg/ml sérum Positive Négative 


IV-A 1/100 000 1/1 000 000 
1I-C 4/4100 000 4/1 000 000 
1V-7-C 4/100 000 1/4 000 000 
IV-A 4/4100 000 4/41 000 000 
| De 4/4100 000 4/1 000 000 
Eau physiologique 4/100 000 1/1 010 006 


DANNNN 


On voit que le taux d’hémagglutination n’a subi aucune modifi- 
cation, ce qui, croyons-nous, exclut la possibilité d’une réaction 
secondaire due 4 l’activité d’un anticorps anti-:mpureté de l’albu- 
mine humaine utilisée pour sensibiliser les G. R. aussi bien que 
pour préparer l’anti-sérum. L’activité des surnageants ne pouvait 
alors sexpliquer qu’en admettant que les complexes solubles, 
formés dans la zone d’excés d’antigéne, prenaient une part active 
dans ’hémagglutination passive, ce que nous avons d’ailleurs pu 
confirmer. 
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c) Pouvoir hémagglutinant des Sa ares solubles : sérum- 
albumine-anticorps de cheval. A quatre tubes contenant 
chacun 1 ml de sérum S-81-III, on ajoute 3,5 ml d’eau physio- 
logique et 0,5 ml d’une solution d’albumine humaine a 10 mg/ml 
(précipitation a 5 mg d’albumine par millilitre de sérum), Aprés 
avoir laissé la précipitation se parfaire pendant une nuit a la 
glaciére, on centrifuge a froid et on lave soigneusement a trois 
reprises les précipités formés qu’on remet finalement en suspen- 
sion dans 5 ml d’eau physiologique contenant : 


INO Fac. 4,5 mg d’albumine. 
No 2 2,5 mg — 
Ness 3,5 mg _— 
Ne 4 4,5 mg _ 
N° 5 5,5 mg _ 


soit les points correspondants a la précipitation a 6,5, 7,5, 8,5, 
9,5 et 10,5 mg d’albumine par millilitre de sérum. On centri- 
fuge le lendemain pour éliminer ce qui est resté des précipités 
et constate que dans le tube n° 5 la dissolution a été a peu prés 
totale. 

Une erreur dans la sensibilisation des G. R. ayant servi au 
titrage de ces surnageants nous a permis de constater que non 
seulement les complexes solubles provoquent l’agglutination des 
G. R. a de hautes dilutions mais encore que, fait assez étrange, 
pour obtenir une bonne hémagglutination il faut sensibiliser 


TaBLEAU X. — Activité des complexes solubles. 
Dilutions des surnageants +10 + 10% + 10 + 1075 + 10-8 + 107 
2 H ears 3 = : 
sSurmageant nl Ce ale Picea eset Salah Be Sine ree aust hd 
G.R. sensibi- To Bi Syrae pi 3 3 : 
lisés par 3 Ag noe fiat lt eget 9 at I Mea en ai eal a 
250ug d'albu-s % 3 : % % % 
ces 3 e nos ye eee ee ee 
G 3 3 % % 3 s 
‘% S ne4 GN SEF sore f eT 2 eins Se Ces te 
at SaannnnnDIIET UIT I SENET SEEING 
8 ® n°lL 3 + 3s + 4 £ gq = ¢ = 2 = 
S or 3 a Pn "¢ 3 
© 2 n°3 OA hss ee Cee ee ees a es ea Wed 
G.R. sensibi-: % ’ 3 % % * 
lisés par 2,5 % e nS Rae, SAC Rg We 2G MO ie IT oe Mark Ae es PE 
ug d'albumine: 3 % % % ero 
Py ® nta < + ‘3.1 * PY ad x oe g Be 
: id n°5 Bs sD ela Dal SS Neal eal iat el aa 
5 NF TS ee ae 
3 hs ‘n°? + : s ae ate % H 
Badal. t6eede ile Sox smass tare th ee = Seta a 
—__? norm,de_cheval ___‘#_z__%_____;—_______:#____ 


s 
‘sSurnageant n% + 
sdil.égale de sér.norut 

GIR, tannés, :de Cheval 

non sensibi- * 

lisés sSurmageant n°4 


ee ee ee ee 
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préalablement les G. R. par une concentration en antigene dix 
fois plus élevée que dans le cas du sérum initial (tableau X). 
L’addition de sérums de cheval normal ne modifie en rien le taux 
d’hémagglutination des surnageants et ceux-ci sont sans activité 
vis-a-vis de G. R. tannés mais non sensibilisés. 

L’analyse électrophorétique de la préparation n° 5 nous révéle 
la présence d’un complexe trés homogéne de mobilité intermé- 
diaire entre les mobililés de l’antigéne et des y-globulines. Nous 
constatons également la présence d’un léger excés d’antigéne 
(1,6 p. 100) provenant probablement de la dissociation partielle 
du complexe. L’homogénéité électrophorétique du complexe est 
tout a fait en accord avec les travaux de Singer et Campbell [41] 
qui ne constatent le déboublement du sommet des diagrammes 
électrophorétiques, révélant la présence des différents complexes 
formés, que pour des concentrations en antigéne beaucoup plus 
élevées. 


IV. — Concuusions. 


Nous pouvons conclure de ce travail que la réaction d’hémag- 
glutination passive d’érythrocytes tannés et sensibilisés par un 
anligéne protéique est généralement trés sensible et peut étre 
avantageusement utilisée pour doser certains anticorps la ot les 
techniques classiques s’avérent insuffisantes. 

Malheureusement son application est fatalement limitée par la 
spécificité de la fixation de l’antigéne sur les globules rouges. 
I] semble que certains antigénes, comme l’ovalbumine, soient 
exclus sans raisons apparentes. Nous avons, en effet, démontré 
avec des sérums de lapin immunisés avec une solution d’oval- 
bumine contenant de la conalbumine que seuls les anticorps anti- 
conalbumine sont décelables par cette technique. 

De méme la facilité avec laquelle les globules rouges peuvent 
étre sensibilisés simultanément par deux antigénes différents 
(conalbumine et sérumalbumine) nous oblige a étre prudents 
dans l’interprétation des résultats obtenus avee des antigénes 
impurs. 

Si on évalue, d’aprés les dosages de l’azote spécifiquement 
précipité, la quantité d’anticorps nécessaire pour donner une 
réaction d’hémagglutination positive, 50 molécules d’anticorps 
environ seraient déja suffisantes pour qu’un G. R. soit agelu- 
tiné. on 

Nous avons toutefois constaté que le taux d’hémagglutination 
varie indépendamment de la concentration en anticorps décelables 
par précipitation spécifique, ce qui nous porte a croire que cer- 
tains anticorps, dits bloquants ou incomplets, prennent part a Ja 
réaction d’hémagglutination au méme titre que les anticorps 
précipitants. Nous avons, d’autre part, observé qu’avec le sérum 
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de cheval tout au moins, les complexes solubles obtenus dans 
la zone d’excés d’antigéne sont fortement actifs (comme anticorps 
agglutinants) et cette activité persiste méme pour des préparations 
contenant une faible concentration d’antigéne libre. 


[4] E. 
2G. 
[3] S. 
[4] M. 
[5] J. 


[6] Z. 
i7UD. 


[8] M. 
[9] F. 


[40] M. 
[44] S. 
[12] P. 
[13] P. 
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EFFET DE LA CORTISONE 
SUR L’INFECTION EXPERIMENTALE 
DU COBAYE VACCINE AU BCG 


par Pierre R. BRYGOO (*). 


(Institut Pasteur. Laboratoires de la Tuberculose.) 


]. — Historique. 


On sait que la cortisone est capable de modifier considéra- 
blement la résistance aux infections tant naturelles qu’expéri- 
mentales, et nombreux sont les travaux qui ont tenté de préciser 
nos connaissances dans ce domaine. 

Une place particulitre a été faite au réle de cette hormone 
dans l’évolution de la tuberculose depuis qu’on a montré qu’elle 
exercait une action favorisante sur la tuberculose expérimentale 
du cobaye [44], du rat albinos [8, 9, 32], du lapin infecté par 
inhalation [84] et de Ja souris [40], méme lorsque ce dernier 
animal avait été préparé par l’injection de bacilles morts anté- 
rieurement a Vinoculation [43]. 

Il faut remarquer cependant que l’unanimilé n’est pas faite 
encore et que certains résultats expérimentaux se contredisent 
entre eux [24, 25], alors que d’autres confirment cette action 
stimulante chez le cobaye [6]. 

En clinique, depuis Vobservation princeps de René Mach, on 
a rapporté de nombreux cas oti un traitement a la cortisone avait 
coincidé avec une tuberculose aigué {42, 14, 22, 37, 42, 23, 19) 
et la question a été posée de savoir si on pouvait y reconnaitre 
un lien de cause a effet [47, 48]. Certains auteurs, qui ne nient 
pas ou méme confirment les données expérimentales précédentes, 
ne croient pas devoir les étendre a la clinique [20, 35, 5] et la 
question demeure controversée. 

Quoi qu’il en soit, un probléme connexe a été soulevé simul- 
tanément a propos de Vinfluence de la cortisone sur Vallergie 
luberculinique. 

On a montré que chez le lapin et le cobaye vaccinés au 
BCG, cette hormone pouvait faire disparaitre la réaction cutanée 
et atténuer le choc général a la tuberculine [48, 80, 41] «t 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 8 janvier 1953. 
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des résultats analogues sont rapportés chez le cobaye tuber- 
culeux [2, 17, 28, 36], mais la aussi, d’autres auteurs font des 
réserves [41, 44]. 

En clinique, le débat reste ouvert entre ceux qui notent une 
disparition ou une atténuation des phénoménes allergiques [29, 26| 
et ceux qui soutiennent le point de vue contraire {43, 4] ou qui 
font état de résultats variables [3, 6]. 

Un troisiéme ordre de faits est a considérer : c’est l’aspect 
immunologique lié aux anticorps sériques que l'on peut mettre 
en évidence dans la tuberculose par les réactions de déviation 
du complément ou d’hémagglutinalion et d’hémolyse condi- 
tionnée, En général, la cortisone est tenue pour déprimer !a 
formation des anticorps [416, 45, 33] et le taux des anticorps 
circulants comme l’ont montré une série de travaux de Fischel 
et coll. Mais, dans le cas particulier de la tuberculose, cette 
question a été trés peu explorée. On sait seulement que chez le 
cobaye préparé avec des bacilles morts, ! ACTH ne semble pas 
avoir modifié le résultat des réactions de déviation du complé- 
ment, bien que la réponse aux tests allergiques cutanés ait été 
déprimée {24] et, a notre connaissance, un seul travail [26] fait 
état chez des malades tuberculeux d’une augmentation du taux 
d’hémagglutination 4 Ja suite d’administration de cortisone, et 
cela n’est pas sans surprendre. Aucune donnée expérimentale 
portant sur ce point n’a encore été rapportée. 

C’est en nous fondant sur ces trois points, volontairement sou- 
lignés dans Vhistorique, que nous avons abordé notre probléme 
particulier. Nous avons voulu apprécier les effets de la cortisone 
sur la valeur de la prémunition due a la vaccination par le BCG 
chez le cobaye infecté expérimentalement. Pour ce faire, nous 
avons tenté d’analyser chez de tels animaux vaccinés les effets 
de la cortisone, précisément sur le cours de l’infection expéri- 
mentale, sur les manifestations cutanées de l’allergie tuberculi- 
nique, enfin sur les anticorps sériques mis en évidence par 
Vhémagelutination du type Middlebrook-Dubos. Nous souhaitions 
ensuite, en rapprochant ces différentes données, tenter d’expliquer 
le mécanisme d’une action éventuelle de la cortisone sur cette 
prémunition, et en tous cas, formuler quelques conclusions sur 
la confiance qu’il convient d’accorder aux effets du BCG dans 
Vhypothése d’un traitement a la cortisone et d’un risque de sur- 
infection. 


II. — TEcHNIQUE. 


Un groupe assez important de cobayes d’un poids moyen ct 
en bon état, vaccinés au BCG par voie intradermique au 1/10 de 
milligramme, au moins 6 mois avant notre expérience et forte- 
ment allergiques, a été partagé en 4 lots. 
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Le premier a été inoculé avec une culture virulente d’une 


souche de bacilles tuberculeux humains (Brévannes) développée 
3 


6 jours en milieu de Dubos et diluée 4 —>— mg par muillilitre. 


Chaque animal a recu 1 ml, soit 1/500 de milligramme de corps 
bacillaires A l’état frais. Ge lot a été laissé en observation sans 
traitement. 

Le second lot a été inoculé dans les mémes conditions, mais 
aprés un traitement-de 3 semaines a la cortisone, traitement qui 
n’a jamais été inferrompu ensuite jusqu’a la fin de l’expérience. 

Le troisiéme lot a été inoculé dans des. conditions identiques, 
mais aprés un traitement de 15 jours seulement a la cortisone, 
interrompu définitivement une semaine avant l’inoculation. 

Le quatriéme lot a été traité 4 la cortisone, exactement comme 
le deuxiéme lot, mais sans avoir été inoculé de bacilles virulents. 

Enfin, un cinguiéme lot (témoin) a été constitué d’animaux non 
vaccinés antérieurement, non allergiques et non traités a la 
cortisone pour juger de la virulence propre de la souche utilisée 
dans les conditions de l’expérience. 

Nous avons employé une suspension d’acétate de cortisone 
(cortone Merck C° Inc. Rahway N. J.) 4 25 mg par millilitre (1). 
Tous les animaux traifés recevaient réguliérement une dose 
quotidienne aussi proche que possible de 5 mg par kilogramme, 
soit environ 1,5 mg par jour et par animal, administrée en injec- 
tion intramusculaire dans les cuisses. 

Les tests tuberculiniques cutanés étaient des intradermo- 
réactions effectuées avec 1/10 de millilitre de la méme prépa- 
ration de tuberculine brute diluée au 1/10. 

Les différents lots en observation ont été suivis trés régulié- 
rement ; tout animal venant 4 mourir a été examiné dans les 
mémes conditions que ceux qui étaient volontairement sacrifiés. 
Les autopsies ont donné lieu a des prélévements de ganglions, 
foie, rate et poumons, qui ont été examinés histologiquement par 
le médecin commandant Destombes, du Service de Santé Colo- 
nial (2). Les bacilles tuberculeux ont été recherchés dans tous 
ces organes a4 la fois sur les coupes et par culture sur milieu de 
Jensen de broyats rendus comparables entre eux par des dilu- 
tions appropriées. 

Nous avons tenté de suivre, au cours de |’expérience, les taux 
d’anticorps sériques, mis en évidence par la réaction d’hémag- 


(1) Ce produit nous a été aimablement procuré par les Services de 
l'Institut national d’Hygiéne, auquel nous exprimions notre gratitude 
ainsi qu’é la personne de son directeur, M. le professeur L. Bugnard. 

(2) En détachement 4 l'Institut Pasteur de Paris au moment ov 
nous avons fait ce travail. 
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glutination de Middlebrook-Dubos et sa variante, la réaction 
d’hémolyse conditionnée, sur des prélévements effectués par 
ponction cardiaque. Ces réactions sont dues a M. Boisvert. 


Ill. — Résuxrars. 
a) 'L’ALLERGIE TUBERCULINIQUE CUTANEE. — Les 4 premiers lots 


d’animaux ont été éprouvés par intradermo-réaction juste avant 
les premiéres injections de cortisone, puis une seconde fois avant 
Pinoculation et, aprés 15 jours de ce traitement, appliqué aux 
lots 2, 3, 4 (le lot n° 1 ne devant pas recevoir de traitement, 
ainsi qu'il a été indiqué plus haut). 

Dans ce premier temps, on constate, a la mensuration, des 
réactions : 


Dans le premier lot. — Sur 11 réactions : 
SOntemichansees eh ics mag lvenpuiogs cq ls unas, eins cy id Sacer wee 
Sontamrajoréessdoed: Wy ere op ee ou St atl eee ee ete 2 
SOMMOEMINMSCS CO A MNT r. chic cc) pe es te ea eae cece 5 
Dans le deuxiéme lot. — Sur 138 réactions, 138 sont diminuées : 
DETTE ERIE ce Mee ee aes Fone, ome meg e 2 
GEAR INDY En sete ey rc cei es. ey nr en Pee ae ener te eee ao ee eae 3 
DetS*mme 7) 22 Pc PME Tah he ert Mien. eh ncniee gear nee Ree may Me 
Deseo eA ae sks Le es ee eee ee eee eb ees 
Deventesdoutenuses. rcs) ce oleae ee en, Be 4 
Dans le troisiéme lot. — Sur 13 réactions, 13 sont diminuées : 
Si Re eet en aoe aes geet we eens pee Aner 2 
[DOO Tit) SB eine Be oe OC Beene ns eee cece area 2 
ems UR fon. (oe: 8 
et Annie Sue oe, ere eer te 2 
LOG ims (teal Nae as er aeeLR re eee Ase ELE nS gp tees ame a heel ee Oa 
DG. OVA ag ee kot os) aS et Te age J wishes (oh Seb saatek ooralbalhe kN 4 
Devenues douteuses..... 2 
Dans le quatriéme lot. — Sur 9 réactions, 9 sont diminuées : 
TRY DTLITTE Re, ES! a eee rae ee, et COS Penne er 
TAXES STE) a eee te tn se elie Tae earth aN 8 
Dereeniins tee ea ees at ee ol Myre! SSE rt, Wg ies oO 


Avant l’inoculation, il apparait donc nettement que les lots 2, 
3, 4 (qui ont regu 15 jours de traitement a la cortisone), pré- 
sentent une diminution de l’expression cutanée de l’allergie tuber- 
culinique mesurée par le diamétre de la papule inflammatoire. 

Puis, dans un second temps, aprés l’inoculation, nous pouvons 
considérer les mémes lots, en comparant les résultats d’intra- 
dermo-réaction & ceux qu’on a obtenus immeédiatement avant 
inoculation. 
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Le lot n° 1, qui a été inoculé avee des bacilles virulents sans 
traitement, a présenté, chez deux animaux sacrifiés au 26° jour 
apres cette inoculation, une diminution de 2 mm; mais ensuite, 
aux 48°, 64° et 103° jours, c’est plutot d’une augmentation du 
diamétre des intradermo-réactions qu’il s’agit, augmentation 
atteignant méme jusqu’a 4 et 5 mm. 

Le lot n° 2 qui, depuis le début de l’expérience, a été traité 
constamment a la cortisone, présente deux résultats sans chan- 
cement au 26° jour aprés l’inoculation chez des animaux qui 
avaient accusé une diminution nette du diamétre de leur réaction 
dans le premier temps. Mais au 48° jour aprés Vinoculation, un 
animal sacrifié avait une intradermo-réaction négative, les 
3 derniers animaux sacrifiés au 61° jour et au 103° jour aprés 
Vinocultation avaient tous les 3 des réactions intradermiques dou- 
teuses el non mesurables. 

Le lot n° 3, qui a recu la cortisone seulement pendant 15 jours 
antérieurement a l’inoculation, a maintenu dans la période pos- 
térieure a l’inoculation des valeurs a peu prés identiques a celles 
qui avaient été notées a la fin du traitement. Une réaction est 
exactement identique a elle-méme au 26° jour aprés l’inoculation. 
D’autres, aux 26°, 48°, 60° jours, ont baissé de maniére a peine 
sensible, la seule valeur qui semble avoir légérement augmenté 
est du 103° jour aprés l’inoculation, soit prés de 4 mois aprés 
la fin des injections de cortisone. 

Enfin, le lot n° 4, qui a regu de la cortisone durant toute 
lexpérience, mais qui n’a pas été inoculé de bacilles virulents, 
présente des résultats en tous points comparables au deuxiéme 
lot, c’est-a-dire qu’au dela des 10 semaines 4 compter du début 
du traitement, toutes les intradermo-réactions pratiquées étaient 
interprétables comme négatives ou douteuses, en tous cas non 
mesurables. 

On peut dégager de ceci les idées suivantes : 

_Aux doses que nous avons pratiquées, la cortisone est suscep- 
tible, en 15 jours, de diminuer d’une maniére sensible le diamétre 
de la papule obtenue par intradermo-réaction tuberculinique chez 
des animaux allergisés au BCG. 

Dans les mémes conditions, la prolongation du traitement ne 
semble pas continuer a faire décroitre réguliérement le diamétre 
des papules en dessous de la valeur ainsi acquise, mais néan- 
moins, au dela de la 10° semaine, les intradermo-réactions que 
nous avons pu pratiquer ont donné des résultats douteux et dont 
Ja valeur n’était plus chiffrable, certaines étant méme. totalement 
négatives. 

_L'inoculation de bacilles virulents aux animaux allergiques 
ainsi traités, pratiquée dans le courant de la 3° semaine, ne 
modifie en rien Je cours du phénoméne, alors que chez des ani- 
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maux non traités on obtient plut6t une augmentation de l’intensité 
de la réaction cutanée. 

De plus, les effets de la cortisone obtenus aprés une période 
de traitement de 15 jours apparaissent beaucoup plus durables 
qu’on ne serait en droit de le supposer’, puisque chez des animaux 
inoculés avec des bacilles virulents une semaine aprés la fin 
du traitement et dont on vient de voir que les intradermo- 
réactions auraient normalement tendance a la majoration, on 
note encore des valeurs abaissées au dela de 10 semaines aprés 
la fin du traitement. 

Cependant, il y a lieu de remarquer, et ceci nous parait impor- 
tant, qu’en fondant sur les modifications de l’érythéme et du 
diamétre de la papule une appréciation de l’effet de la cortisone, 
c’est plutot ses effets anti-inflammatoires que l’on peut apprécier 
que ses effets spécifiquement anti-allergiques. Ceci sapparait 
d’autant plus nettement que sur bien des réactions dont l’inter- 
prétation a été difficile ou qui n’étaient pas mesurables en dia- 
métre, on vit apparaitre secondairement, dans les délais normaux, 
une certaine nécrose avec escarre, ce qui indique bien que la 
tuberculine avait déclenché une réaction atypique, mais une 
réaction quand méme. Nous avons fait quelques prélévements 
de peau et il faut noter qu’entre des réponses positives et ces 
réactions atypiques, il n’y a guére, selon nous, que des diffé- 
rences quantitatives et non qualitatives. En particulier, la nécrose 
et les mobilisations cellulaires demeurent trés comparables. 

I] convient de rapprocher ces derniers faits de quelques tra- 
vaux iantérieurs. On a vu que les opinions ne s’accordent pas 
‘a propos des effets inhibiteurs de la cortisone sur les réactions 
allergiques. Il a déja été signalé [89] que cette hormone est 
capable, dans le cas de l’injection cutanée de toxine diphtérique, 
d’atténuer davantage l’effet inflammatoire que leffet nécrotique 
dune telle injection. Une distinction analogue est introduite 
également 4 propos de ACTH [84]. 

L’action de la cortisone sur l’allergie tuberculinique chez le 
lapin sensibilisé 4 lVaide de bacilles morts [15] et sur la cornée 
du cobaye [46] a fait l’objet d’études histo-pathologiques dont les 
conclusions s’accordent mal entre elles, mais déja l’hypothése 
a été émise que cette action porterait sur les phénoménes inflam- 
miatoires tissulaires en général a la fois vasculaires et cellulaires, 
beaucoup plus que sur la sensibilité propre des cellules a Ja 
tuberculine [4, 28]. 

I] faut done sans doute mettre l’accent sur une distinction qui 
s’impose entre l’allergie considérée spécifiquement sur le plan 
immunologique et ses effets tels que la réaction inflammatoire 
a Voccasion d’une épreuve cutanée a la tuberculine chez un 
animal sensible. 
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Selon nous, il résulte de examen de nos piéces que la corli- 
sone conditionnerait plutot qu’une véritable négativation de 
V'intradermo-réaction une sorte de « dissociation » des compo- 
santes normales d’une réponse positive. Sous Veffet de lhor- 
mone, |’élément inflammatoire (érythéme, papule) s’atténue ou 
disparait alors que l’élément spécifique (mobilisation cellulaire 
et nécrose des cellules sensibles) est peu modifié. 

Des données que nous rapportons, il serait alors abusif de 
conclure a une action. dépressive de la cortisone sur l’allergie 
tuberculinique en général quand l’argument que nous aurions 
pour le faire peut étre considéré comme un aspect assez banal 
de l’effet anti-inflammatoire bien connu de cette hormone. On 
remarquera, a ce propos, qu'une telle conclusion est en opposi- 
tion avee celle que l’on déduirait de la mensuration du diamétre 
des réactions tuberculiniques cutanées et que cette méthode 
usuelle perd ici toute valeur pour apprécier |’état d’allergie. 


b) INFECTION EXPERIMENTALE. — La cortisone étant considérée 
comme stimulant les infections tuberculeuses expérimentales, 1] 
reste 4 savoir si chez nos animaux vaccinés elle sera capable de 
modifier la résistance 4 la surinfection. 

Il convient de faire état, d’emblée, des résultats du 5° lol 
composé d’animaux témoins inoculés uniquement avec la souche 
virulente aux mémes doses et dans des conditions analogues aux 
autres. 

Des le 15° jour aprés Vinoculation, un animal de ce lot, mort 
d’infection intercurrente, a présenté des ganglions locaux et 
régionaux légérement majorés, avec des plages épithélioides ; les 
cultures de ces ganglions, de la rate et du foie ont été positives 
bien que V’histologie de ces derniers organes n’ait pas révélé de 
lésions caractéristiques. Au 24° jour, deux autres animaux ont 
offert un tableau analogue. 

Au 56° jour, les lésions demeurent localisées surtout au niveau 
des ganglions mais elles y sont trés importantes ; ]’un des ani- 
maux présente un abcés caséeux musculaire au point d’inocu- 
lation, un autre une rate granuleuse. Les cultures de la rate et 
du foie sont positives. 

Enfin les derniers survivants sacrifiés au 99° jour ont montré 
un ensemble de lésions évolutives généralisées surtout au niveau 
de la rate, du foie et des poumons, avec de gros tubercules 
caséeux du volume d’un petit pois et une présence massive de 
bacilles dans tous les organes. 

_ Ce lot prouve bien la virulence de la culture que nous avons 
inoculée. 

Les résultats du quatrieme lot doivent également étre rapportés 
a part; cest le groupe d’autres témoins qui, ayant été vaccinés 
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au BCG, ont recu de la cortisone durant toute l’expérience et 
n'ont pas été inoculés avec des bacilles virulents. 

Ces animaux n’ont présenté aucune lésion tuberculeuse déce- 
lable macroscopiquement ou microscopiquement ; les cultures qui 
ont été pratiquées, organe par organe, n’ont pas permis d’isoler 
une seule colonie ayant les caractéres du Myc. tuberculosis et 
aucun élément bacillaire n’a été trouvé a l’examen des coupes. 
On est done en droit de conclure que la cortisone n’a aucunement 
conditionné la diffusion des bacilles BCG vivant dans l’organisme 
de ces animaux, ni déterminé une manifestation quelconque de 
virulence de ces germes. 

On peut mettre en évidence sur ce lot la part de modifications 
histologiques qui revient a la cortisone elle-méme. 

Nous ne pouvons que vérifier ici ce quia été rapporté par 
d’autres auteurs et en particulier la tendance a la stéatose hépa- 
tique [88, 27, 4, 24], a4 l’hyperplasie réticulaire de la rate avec 
une certaine atrophie des éléments lymphoides [8], caractéres que 
nous retrouvons d’ailleurs chez les autres animaux qui ont recu 
un traitement prolongé 4 la cortisone. 

Signalons au passage également que lors des cultures d’organes 
qui furent pratiquées en assez grand nombre, a raison de 12 tubes 
de cultures par cobaye, nous avons constaté que la proportion 
elobale était inégalement répartie entre les lots et que les organes 
d’ animaux ayant recu de la cortisone ont été ceux chez Jesquels 
les souillures étaient les plus fréquentes, au moins dans la pro- 
portion significative du simple au double. Ces souillures étaient 
d’ailleurs composées de bactéries trés diverses, que ces animaux 
soient morts spontanément ou alent été sacrifiés. 

Des faits analogues ont déja été signalés [25, 40, 7] qui ilus- 
trent ce caractére général de la cortisone de favoriser la prolifé- 
ration de la flore bactérienne chez les animaux traités. 

Les résultats des premier, deuxiéme et troisiéme lots sont les 
plus intéressants du point de vue qui nous concerne. I] s’agit 
des animaux vaccinés, réinoculés avec la souche virulente, les 
premiers n’étant pas traités, les seconds recevant de la cortisone 
durant toute Vexpérience et les troisiemes en ayant seulement 
recu 15 jours avant l’inoculation. 

Le lot n° 1 nous présente les effets de la vaccination BCG sur 
Vévolution de linfection virulente expérimentale dont le lot n°? 5 
était le témoin. 

Sur un ensemble de 11 animaux, les deux premiers sont morts 
spontanément au 14° jour aprés l’inoculation virulente et les neuf 
autres ont été sacrifiés aux 26°, 48°, 64° et 103° jours. 

Les animaux morts au 14° jour de pneumopathie ne présen- 
taient aucune lésion spécifique et les cultures pratiquées n’ont 
donné lieu a Visolement d’aucune colonie de bacilles tuberculeux. 
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Au 26° jour, on note des plages épithélioides dans les ganglions 
loco-régionaux du point d’inoculation qui sont, en général, hyper- 
trophiés et dont les cultures sont inégalement positives, certains 
d’entre eux étant cependant riches en bacilles cultivables. Les 
cultures des autres organes sont négatives, bien qu’a l’examen 
histologique on puisse discuter l’existence de trés petits et tres 
rares ilots épithélioides de la rate et du foie, sans bacilles colo- 
rables d’ailleurs. 

Au 48° jour, il n’y a aucune lésion tuberculeuse visible ni aucun 
organe positif a la culture. 

Au 64° jour, un animal sur deux est totalement négatif ; l'autre 
présente seulement des follicules ganglionnaires typiques avec 
bacilles visibles et cultivables. 

Au 103° jour les trois derniers animaux sont sacrifiés. 

A l’autopsie, sauf au niveau des ganglions inguinaux et abdo- 
minaux dont certains sont tres augmentés de volume, aucune 
lésion macroscopique n’est décelable avec certitude, une rate est 
peut-étre légérement granuleuse. L’étude histologique confirme, 
pour les trois animaux, l’atteinte des ganglions lymphatiques 
allant de quelques ilots épithélioides 4 un remaniement total, mais 
sans caséification, les cultures ganglionnaires sont positives. Deux 
cobayes sur trois présentent de petites plages épithélioides de ia 
rate dont l’un avec culture positive ; quelques bacilles sont iso- 
lables par culture du foie de ce méme animal sans lésion 
organisée. 

Il est done évident, si on compare ce lot au lot n° 5, que le 
BCG a retardé considérablement |’évolution de l’infection expé- 
rimentale. La différence est particuliérement nette au 103° jour 
ou les animaux non vaccinés sont envahis de gros tubercules et 
de foyers caséeux, mais est sensible aussi, dés le début surtout, 
si on compare les résultats des cultures qui permettent l’isolement 
trés fréquent de bacilles dans les organes des animaux non 
vaccinés, alors que chez les vaccinés, il n’y a qu’au niveau des 
ganglions que ]’isolement est possible dans les conditions de notre 
travail et jusqu’au dela du 64° jour. 

Le lot n° 2, qui ne différe du précédent que parce qu’il a recu 
constamment de la cortisone, comportait 12 animaux. Six sont 
morts de pneumopathie aigué, 1 au 22° jour, 2 au 34° jour, 2 au 
39° jour, 1 au 48° jour, 2 au 61° jour et 1 au 103° jour, pour 
respecter le parallélisme avec le lot précédent. 

Au 22° jour, on trouve quelques plages épithélioides dans un 
ganglion lymphatique inguinal. 

Au 26° jour, les ganglions loco-régionaux présentent une nette 
hypertrophie et des plages épithélioides, les cultures sont inéga- 
lement positives bien que certaines présentent des colonies innom- 
brables. Les cultures des autres organes sont négatives et, ici 
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aussi, l’anatomo-pathologiste signale de discutables formations 
épithélioides, rarissimes et minuscules dans la rate. 

Au 34° jour, 4 part une légére hypertrophie ganglionnaire, les 
animaux morts ne présentent rien de particulier. Les examens 
histologiques et les cultures sont négatifs. 

Au 389° jour, méme tableau; les lésions ganglionnaires pro- 
gressent et donnent lieu 4 un début de nécrose ; seules les cultures 
de ganglions sont positives et irréguliérement. 

Au 48* jour, les ganglions sont toujours seuls atteints et seuls 
i donner des cultures positives. 

Au 61° jour, les deux animaux sacrifiés présentent seulement 
une atte:nte ganglionnaire loco-régionale importante et assez riche 
en bacilles. 

Au 108° jour enfin, les ganglions inguinaux et abdominaux sont 
trés hypertrophiés, mais ce sont les seuls signes visibles a 
Vautopsie. L’histologie et la culture confirment la seule locali- 
sation ganglionnaire de l’infection expérimentale. 

A quelques nuances prés, telles qu’une plus forte mortalité en 
cours d’expérience et un certain amaigrissement, dont la compa- 
raison avec le lot 4 prouve d’ailleurs qu’elles ne sont pas le fait 
propre de la cortisone, telles aussi qu’une fréquente stéatose 
hépatique qui, elle, est bien due a la cortisone, on ne peut qu’étre 
frappé du parallélisme. de l’infection expérimentale des lots 1 
ea: 

Le lot n° 3 était composé de 15 cobayes a l’origine. Durant la 
premiére partie de l’expérience, ces animaux ont regu 15 jours 
seulement de traitement 4 la cortisone puis ont été inoculés aprés 
un repos-de 8 jours. Six d’entre eux étant morts avant |’inocu- 
lation, il n’en restait que 9 pour la suite de notre étude. Deux 
sont morts aux 27° et 30° jours d’inoculation. Les autres ont été 
sacrifiés : 2 au 26° jour, 1 au 48° jour, 2 au 60° jour, 2 au 
103° jour. 

Aux 26°, 27° et 30° jours, seule une Jégére réaction épithélioide 
au niveau d’un ganglion inguinal a pu étre décelée chez deux 
animaux, sans bacilles visibles et nos cultures sont restées néga- 
lives. 

Aux 48° et 60° jours, les résultats ont été également négatifs. 

Au 108° jour, seuls les ganglions étaient atteints nettement avec 
des nodules épithélioides typiques et des cultures présentant 
d’assez nombreuses colonies bacillaires. 

On peut donc retenir que ce lot s’est comporté de fagon ana- 
logue aux deux précédents. 


c) Anticorps siRiques. — Nous avions choisi dans chaque lot 
un certain nombre de cobayes auxquels nous avons fait des préle- 
vements de sang au début de l’expérience, puis ensuite a des 
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périodes fixes. De plus, un prélévement a été fait chez tous les 
animaux sacrifiés avant de les tuer. 

Les réactions de Middlebrook-Dubos pratiquées sur ces 
54 sérums, selon la technique classique et sa variante hémoly- 
tique, nous ont fourni des résultats dont nous ne donnerons pas 
le détail car leur confrontation est décevante et ne permet d’autres 
conclusions que les suivantes : 

Dans l'ensemble, toutes les réactions ont été positives mais 
a des taux faibles aux environs de 1/16 a 1/82, sauf quelques 
exceptions, et ceci; sans qu’aucune différence valable ait pu 
etre dégagée entre les différents lots ni, chez le méme animal, 
qu’aucune variation importante soit survenue durant 1’expé- 
rience. Nous devions d’ailleurs constater chez les témoins, avant 
inoculation, des résultats positifs a des taux analogues, ce qul 
prive ces examens de toute signification. Ceci a fait l’objet d’une 
vérification chez d’autres cobayes neufs, négatifs a l’intradermo- 
réaction tuberculinique et a été confirmé. 

On peut done au moins conclure que cette technique est dénuée 
d’intérét chez le cobaye, et qu’aucun de ces résultats ne peut étre 
retenu. 


IV. — Discussion. CONCLUSIONS. 


En rapprochant les résultats de étude des intradermo-réactions 
de ceux fournis par Vinoculation expérimentale d’une souche 
virulente chez nos divers lots d’animaux, on peut dégager les 
idées suivantes. 

Ainsi que d’autres auteurs l’ont signalé antérieurement, |’intra- 
dermo-réaction a la tuberculine, de positive et typique qu’elle était 
chez les animaux allergisés au BCG au début de l’expérience, 
a perdu, a la suite du traitement des animaux par la cortisone, 
un certain nombre des caractéres sur lesquels est fondée norma- 
lement l’appréciation qualitative et quantitative d’une réponse 
positive. L’induration, la rougeur, |’cedéme et le diamétre de la 
papule ainsi conslituée sont d’expression essentiellement inflam- 
matoire et tendent a disparaitre sous l’effet anti-inflammatoire de 
la cortisone. Cependant la nécrose et les réactions cellulaires de 
la peau dues a la tuberculine demeurent analogues, en dépit du 
traitement hormonal, ce qui laisse supposer que le mécanisme 
intime de l’allergie cutanée n’est pas sensiblement modifié. 

Cette idée se trouve confirmée par les résultats des épreuves 
de résistance 4 la surinfection virulente de ces animaux vaccinés. 
Alors que les lésions tuberculeuses des animaux témoins sont 
généralisées dans les conditions de notre expérience au bout de 
100 jours environ, on peut aisément constater qu’il n’y a pas de 
différence réelle entre les trois lots d’animaux vaccinés et surin- 
iectés selon qu’ils ont recu ou non un traitement A la cortisone, 
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et que par conséquent la résistance 4 la surinfection conférée par 
la vaccination BCG n’est pas altérée par cette hormone. 

I] est bon de noter au passage que la cortisone chez des 
animaux ayant regu du BCG ne conditionne aucunement une 
reprise de virulence de ce germe chez |’animal. 

Les effets du traitement a la cortisone sur les anticorps humo- 
raux chez les animaux tuberculisés n’ont malheureusement pas 
pu étre appréciés et 11 nous manque ainsi un troisiéme élément 
de jugement qui, rapproché des deux autres, aurait eu un intérét 
certain. 

Néanmoins, il nous semble pouvoir conclure que chez le cobaye, 
la cortisone aux doses employées ne modifie pas sensiblement les 
effets de la vaccination, contrairement a ce que l’examen ordinaire 
des épreuves tuberculiniques cutanées pourrait conduire a ima- 
giner. 


BIBLIOGRAPHIE 


[4] Er. Bernarp et B. Kreis. Rev. Tub., 1951, 15, 802. 

[2] R. G. Buocu, K. Vennesnanp et C. Gurney. J. Lab. Clin. Med., 
1951, 38, 133-147. 

[3] P. Bourcrots et Vic Duponr. Bull. Mém. Soc. Méd. Hép. Paris, 
1952, 68, 895. 

[4] G. Ciémenr. Arch. Sci. Physiol., 1951, 5, 169-195. 

[5] F. Coste, P. Bourcrors, GaLmicHE et Vic Dupont. Rev. Tub., 1951, 
45, 809-812. 

[6] F. Cosre, P. Bourgeois et coll. Rev. Tub., 1951, 15, 698-804 et 
Bull. Mém. Soc. méd. Hop. Paris, 1952, 68, 895. 

[7] F. Cosre, B. Pieuer, P. Gatmicur et J. Cayna. Ann. Méd., 1951, 
52; 747-802. 

[8] M. M. Cummines et P. C. Hupeins. Am. Rev. Tub., 1952, 65, 603- 
611. 

[9] M. M. Cummines, P. C. Hupeis, M. C. Wuortnon et W. H. 
Sampon. Am. Rev. Tub., 1952, 65, 596-602. 

[40] D’Arcy Harr et Rues. Lancet, 1950, 2, 391. 

[44] V. J. Derses, J. H. Dent, N. K. Watver et D. D. Vaucuam. Pro- 
ceed. Soc. exp. Biol. a. Med., 1950, 75, 423. 

[42] A. R. Doerner, et C. F. Narcete. Am. Rev. Tub., 1951, 64, 564- 
571. 

[43] E. E. Fiscnex. Bull. New-York Acad. Med., 1950, 26, 255. 

[14] L. Freep, M. H. Levin et J. B. Rivo. J. Am. Med. Assoc., 1951, 
447, 242. 

[45] P. G. Gevn et I. T. Hinne. Brit. J. exp. Path., 1951, 32, 516-529 
et Bull. Acad. Suisse Sci. Méd., 1952, 8, 200-202. 

[46] F. G. Germuta et B. Orrincer. Proceed. Soc. exp. Biol. a. Med., 
1950, 74, 815. 

[47] Hatpern. Soc. F*e d’Allergie, 20-2-1951. 

[48] S. Harris et T. N. Harris. Proceed. Soc. exp. Biol. a. Med., 1950, 
74, 186. 

[19] Hannis-Jones et N. K. Pew. Lancet, 1952, 263, 115. 


936 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


[20] P. Harvier, F. Coste, J. Turnr, F. DecBarreE et Coll. Bull. Mém. 
Soc. méd. Hép., 1950, 60, 1438. 

[24] D. V. Ince, M. C. Prestraup, J. E. Nezamis. Am. J. Physiol., 1951, 
466, 171-175. 

[22] E. Q. Kine, J. B. Jonnson, G. S. Barren, J. Am. Med. Assoc., 1951, 
447, 238-241. 

[23] R. F. Kuewscummr et J. M. Jonnsron. Ann. Int. Méd., 1951, 35, 
694. 

[24] Le Maistre et Toompserr. Am. Rev. Tub., 1951, 64, 295-306. 

[25] Le Maistre et Tuompserr. J. Exp. Med., 1952, 95, 393-407. 

[26] Le Maistre, Tuompserr et MuscHennem. J. Clin. Invest., 1951, 
30, 445-450. 

[27] R. K. Levins: Farser. Trans. New-York Acad. Sci., 1951, série 11, 
48, 260-262. 

[28] A. Licurwirz, S. de Size, G. Turiry et Coll. Sem. Hép., 1951, 
27, 3337-3354. 

[29] J. B. Lone et C. B. Favour. Bull, Johns Hopkins Hosp., 1950, 87, 
186. 

[30] D. A. Lone et A. A. J. Mmes. Lancet, 1950, 4, 492. 

[34] M. B. Lure, P. Zappasopr, A. M. Dannenperc et I. B. Swartz. 
Science, 1951, 443, 234-237. 

[32] J. M. Micuarr, M. M. Cummines, W. L. Broom. Proceed. Soc. exp. 
Biol. a. Med., 1950, 75, 613. 

[33] G. S. Mirick. Bull. Johns Hopkins Hosp., 1951, 88, 332-351. 

[34] Ch. Oscoop, C. B. Favour. J. Exp. Med., 1951, 94, 415. 

[35] J. Parar et J. DEsBorpes. Presse Médicale, 1951, 59, 206. 

[36] J. Parar et J. Desnorpes. Rev. Tub., 1951, 45, 458. 

[37] C. G. Pops, P. Orrosen. J. Am. Med. Assoc., 1951, 147, 241-242. 

[38] A. R. Ric, T. H. Cocuran, D. C. Mc Goon. Bull. Johns Hopkins 
Hosp., 1951, 88, 101-109. 

[39] Ronutrt. Ann. Endocrinol., 1951, 12, 481-492. 

[40] H, Senye. Canad. Med. Ass. J., 1951, 64, 489-494. 

[44] W. H. Suipon, M. M. Cummines et L. D. Evans. Proceed. Soc. 
exp. Biol. a. Med., 1950, 75, 616. 

[42] F. Sicurmr, Zara, J. J. Wetti et Coll. Bull. Mém. Soc. Méd. Hép. 
Paris, 1951, 67, 981. 

[43] M. Sotorornowsk1, F. Gricory et H. Storerx. Proceed. Soc. exp. 
Biol. a. Med., 1951, 76, 286. 

[44] Spaww et Motomut. Am. Rev. Tub., 1950, 62, 337. 

[45] F. W. Tiuorson. Arch. Path., 1951, 52, 119. 

[46] I. Urtincer et Srepenmann. Bull. Acad. Suisse Sci. Med., 1952 
8, 203-212. 

[47] Anonyme. Presse Médicale, 1951, 59, 1519. 

[48] Anonyme. N. England. J. Med., 1951, 245, 662. 


ISOLEMENT PAR SELECTION 
DE MUTANTS D’ESCHERICHIA COLI 
SYNTHETISANT SPONTANEMENT L'AMYLOMALTASE 
ET LA &-GALACTOSIDASE (’.) 


par Germaine COHEN-BAZIRE et Mavererng JOLIT. 


(Institut Pasteur, Service de Physiologie microbtenne.) 


INTRODUCTION. 


L’utilisation métabolique des disaccharides lactose et maltose 
par FE. coli se fait par Vintermédiaire de la p-galactosidase [4, 2] 
et de lamylomaltase [8, 4, 5] respectivement. Chez les bactéries 
« normales » ces enzymes ne sont synthétisés que lorsqu’un induc- 
teur spécifique, fB-galactoside [6] ou maltose respectivement, est 
présent dans le milieu de culture. 

Il est possible cependant d’isoler, a partir de ces souches 
« normales », des souches ayant la propriété de synthétiser spon- 
tanément, (c’est-a-dire en JVabsence d’inducteur  spécifique 
exogéne) soit la p-galactosidase, soit lamylomaltase. Nous avons 
obtenu ce résultat grace & une méthode spéciale de sélection, dont 
nous exposons ici le principe et les résultats. J. Lederberg [7} 
avait, avant nous et par une autre technique, obtenu un mutant 
dE. coli synthétisant spontanément la p-galactos:dase. 


MATERIEL ET TECHNIQUES. 


Soucnr. — Clone ML 30 de la souche ML d’l’. coli. Ce mutant 
est de phénotype M+L+Gal+ [8] (Maltoset+, Lactoset+, Galac- 
toset). 


Rappelons que le signe + ou — signifie lutilisation ou la non 
utilisation métabolique du substrat en question par la souche 


considérée. 


Minieu pe CULTURE. — Milieu minéral « 56 » contenant 
PO eH. £13367 SOANH)); 22:3 SO,Me 7 0, 0,2"e°+ Cl.Ca, 


(*) Travail effectué avec l’aide d’une subvention du National Cancer 
Institute of the National Instilutes of Health des Etats-Unis d’Amérique. 
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0,01 g; SO,Fe 7H,0, 0,0005 g; KOH, q.s. p. pH: 7.237919; 
q. s. p. 1000 ml. 


Produits ulilisés : les sels sont des produits Prolabo RP; 
elucose RAL; maltose Pfanstiehl C. P. recristallisé deux fois a 
partir d’aleool a 80°; lactose Pfanstiehl (C. P.). Les solutions 
de sucre dans l'eau bidistillée sont stérilisées par filtration. 
1.’o-nitrophényl-p-D-galactoside a été synthétisé au laboratoire |9). 


Di:reERMINATION DES ACTIVITES ENZYMATIQUES. 


Le dosage de la f-galactosidase est effectué sur des suspen- 
sions de bactéries traitées par le toluéne pendant vingt minutes 
i’ 37°C. L’hydrolyse enzymatique de 1’o-n:trophényl-p-D-galac- 
loside M/375 (ONPG) est mesurée & 28° en présence de CINa 
M/10 au spectrophotométre de Beckman 4 420 mu [6]. L’activité 
est exprimée en mp M d’o-nitrophénol (ONP) libéré par minute, 
par milligramme d’N_ bactérien. 'L’unité dactivité représente 
hydrolyse d’l1 mw M d’ONPG par minute par milligramme d’N 
bactérien. L’activité de Pamylomaltase [5] est mesurée par dosage 
manométrique de Jloxygéne consommé en_ présence de 
nolatine par les suspensions de bactéries  toluénisées et 
exprimée en uM d’O, par heure par milligramme N_bactérien. 
(Unité = 1 pM O, x bh x mg N—’.) L’activité enzymatique 
« constitutive » est mesurée sur des suspensions de bactéries 
ayant subi deux cultures successives en glucose. Ces deux 
cultures correspondent & 12 générations bactériennes ; enzyme 
induit par le lactose ou le maltose n’étant plus synthétisé en 
labsence d’inducteur exogéne se trouve ainsi dilué quatre 
mille fois. 


EXPERIENCES. 


La SELECTION DES MUTANTS A ENZYME CONSTITUTIF. — Pour la 
commodité de l’exposé, nous désignerons par les symboles 
suivants les divers types de bactéries dont il va étre question 

Li : bactéries a f-galactosidase (lactase) induite (forme normale). 

Le : bactéries 4 f-galactosidase constitutive, synthélisée spon- 
tanément en Vabsence d’inducteur exogéne. 

Mi : bactéries & amylomaltase induite. 

Me : bactéries 4 amylomaltase constitutive. 

Une culture de bactéries ‘Li ensemencée en milicu synthétique 
liquide avec du glucose comme seul aliment carboné se multiplie 
immédiatement d’une maniéere exponentielle, 4a condition que les 
bactéries proviennent d’une culture exponentielle ou ayant 
achevé sa croissance depuis peu de temps. En revanche, ces 
mémes hactéries Li ensemencées dans un milieu contenant du 
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lactose comme seule sourcé de carbone ne se eee epperont 
qu’aprés une période de latence de deux heures environ (fig. 1, 
courbe a),.4 moins qu’elles ne proviennent d’une culture effectuée 
en présence d’un inducteur de la f-galactosidase, par exemple 
d’une culture en lactose (courbe b). 

Si, dans la population bactérienne non adaptée au lactose, 
il existe un certain nombre de mutants L® synthétisant spontané- 
ment la f-galactosidase, ces bactéries L° se multiplieront dés le 
début de la culture en lactose (courbe b), c’est-a-dire deux heures 


6} Logs oe la 
oensité optique 


0. 7 2 Ji 4 by 
temps 


Croissance d’E, coli ML sur milieu synthétique « 56 » au lactose : a) bac- 


téries L’' ensemencées & partir d’une culture en glucose. T, période de 
latence; L, latence de croissance. 6) bactéries Li‘ ensemencées a partir d’une 
culture en lactose ou bactéries L¢ provenant d’une culture en glucose. 


avant les bactéries Li; la culture se trouvera done enrichie en 
bactéries ‘L¢ dans une proportion déterminée par la « latence de 
croissance » (L) [10]. Transférons cette culture « adaptée » sur 
un milieu contenant du glucose ; les bactéries Li vont se multi- 
plier désormais sans synthétiser la B-galactosidase, de sorte 
quapres quelques générations, elles n’en posséderont pratique- 
ment plus (voir Monod et Cohn, p. 83) [41]. Une période de latence 
leur sera de nouveau nécessaire pour croitre en présence de 
lactose, période pendant laquelle le nombre relatif de bacté- 
ries Le pourra encore augmenter. 

Un certain nombre de repiquages sur lactose et glucose alter- 
nativement devrait donc, en principe, aboutir a la sélection de 
bactéries synthétisant spontanément la f-galactosidase, et la 
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méme méthode serait applicable, mutatis mutandis, a l’isolement 
de bactéries Me , synthétisant spontanément lamylomaltase. Tout 
ceci, bien entendu, a la condition que ces bactéries Le et M° 
existent (et en proportion suffisante) dans les souches normales ; 
a la condition également que les propriétés de ces mutants hypo- 
thétiques ne soient pas telles quils soient fortement contre- 
sélectionnés pour d’autres causes (faible taux de croissance ou 
de survie, etc.). 

Les résultats exprimés dans le tableau I montrent que dans les 


Tasieau I. — Sélection de bactéries synthétisant spontanément 
la $-galactosidase et l’amylomaltase. 


aE SS SS RS SPR SNS 


SELECTION DE BACTERIES L¢ SELECTION DE BACTERIES M¢ 
Activité de la g-galactosidase 
spontanée 
(muM X min‘? &* mgN-!) 
Expérience I | Expérience II} Numéro Activité de l'amylomaltase 
Numéro =, a 
ey oS de la spontanée 
de la 7 “a R 
oS 2s culture (uM Og X h4 & mgN~) 
culture (1) Aas ae 
og og 
co mS 
a oy 
Ay 2410 250 Do 0 
As 390 2 000 Bs 49 
Ag 830} 0,53) 3 000 Do 4 
Cy 10 Bg 47 
A, 9 000 5 800| 29 Ds 4,3 
Cs 20 Bro 62,5 
Ajo 42 500 : 
Cro 10 Bug 45 
Ayg 17 000 Dis 0 
Ags 17 000 | 75 


(1) Le nombre en indice correspond au nombre de repiquages qu’a subis la culture en 
présence de lactose ou de maltose. 

La souche ML 30 d'Z. coli est ensemensée a raison de 2.107 bactéries/ml dans 100 ml 
de milieu minéral glucosé 44 °/.9; cette culture (A,) est agitée a 37°C. Aprés seize heures 
de culture alors que la densité optique correspond a 4.10® bactéries/ml, A, est repiquée 
a raison de 2.108 bactéries/ml dans 100 ml de milieu contenant 4 °/o. de lactose; cette cul- 
ture (Ly) est agitée a 37° pendant huit heures. Ly, est repiquée de nouveau a raison de 
2.107 bactéries/ml sur milieu elucosé, donnant (Ag), cette culture A nouveau est repiquée 
sur milieu lactosé et ainsi de suite, 

Une série de repiquages successifs en lactose sans culture intermédiaire en glucose 
est effectuée comme contréle : (Cy), (Cg), (Cg). 

Le méme procédé est appliqué pour la sélection de bactéries MC : repiquages successifs 
alternés en présence de maltose : (M,), (Mg), (Mg) et de glucose : (B,), (Bz), (Bs)... Une 
culture servant de contréle est entretenue uniquement sur maltose : (D,), (De), (Ds). 


ee rr Sens * 
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cultures entretenues par repiquages alternés en lactose et glucose 
@une part, en maltose et glucose d’autre part, il se produit un 
accroissement considérable de l’activité enzymatique constitutive 
Au contraire, dans les cultures repiquées uniquement soit en 
lactose, soit en maltose, l’activité spontanée (mesurée aprés deux 
cultures successives en absence d’inducteur exogéne) demeure 
nulle ou négligeable. 

Aprés un certain nombre de repiquages alternés, l’activité spon- 
tanée cesse d’augmenter d’une maniére significative : nous avons 
alors procédé 4 un étalement sur gélose ordinaire des cultures 
A,; et B,,. L’activité p-g galactosidasique de cultures en glucose 
obtenues 4 partir de trois colonies : a,, d@,, G3, isolées de A,; 
était a,, 25 000 unités ; a,, 15 000 unités ; a,, 50 unités. Notons 
qu’une culture en lactose de bactéries Li a une activité de 12 000 
unités environ. Les mutants constitutifs synthétisent donc nota- 
blement plus d’enzyme que la forme normale inductible. 

L’achivité amylomaltasique de cultures en lactose obtenues a 
partir de quatre colonies b,, b,, b, et b, isolées de B,, était : 
b,, 93 unités ; b,, 58 unités; b,, 68 unités ; b,, 51 unités. L’acti- 
vité d’une culture en maltose de bactéries Mi est de Vordre de 
50 unités. 

Nous avons pu, au cours de la sélection, effectuer la numéra- 
tion (cf. tableau I) des bactéries Le en employant le procédé 
suivant : sur une boite de gélose ordinaire contenant une centaine 
de colonies de 2 4 3 mm de diamétre, on verse du toluene. Aprés 
dix minutes, le toluene est enlevé et la gélose est recouverte 
d'un papier filtre imprégné d’o-nitrophényl-B-D-galactoside M/75. 
Les colonies L® produisent presque immédiatement une tache 
jaune trés intense sur le papier, tandis que les colonies Li ne 
jaunissent que trés lentement, sans jamais dessiner sur le papier 
une tache nette. 

Nous avons vérifié ainsi que le nombre de_ bactéries L¢ 
augmente au cours de la sélection et correspond assez bien a 
Vactivité spontanée de la culture exprimée en pourcentage de 
Vactivité d’une souche 'L° pure. 

Notons que cette méthode a été utilisée pour sélectionner des 
mutants « constitutifs » de deux souches d’F. coli K12; l’une des 
deux souches a da étre auparavant irradiée 4 PU. V. afin d’aug- 
menter le taux de mutations spontanées. 


L’acriviTE « DE BASE » DANS LES CULTURES NORMALES. 


Le dosage de la B-galactosidase est rendu trés précis et sensible 
par V’emploi de |’o-nitrophényl-f-D-galactoside comme substrat. 
La sensibilité de cette technique permet de déceler une trace 
d’activité f-galactosidasique méme chez les souches normales 
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cultivées en labsence d’inducteur. Cette activité est inférieure au 
1/1 000 de Jl’activité des souches ‘Le et d’ailleurs assez variable 
suivant les clones. Une partie en est due sans doute a la présence 
d’impuretés p-galactosidiques dans les sucres utilisés comme 
source de carbone; par exemple, une culture L' en maltose 
Pfanstiehl posséde une activité p-galactosidasique de 300 unites, 
alors que la méme culture en maltose deux fois recristallisé n’a 
plus qu’une activité de lordre de 10 unités. Cependant, quel que 
soit le nombre de recristallisations, il demeure toujours une acti- 
vité de base « irréductible ». 

Les résultats qui précédent suggérent que cette activité de 
base irréductible n’est pas répartie uniformément dans toutes les 
bactéries L', mais concentrée dans un petit nombre dindividus 
mutants de type Le. La présence de 1 a 5 bactéries L* pour 10* 
bactéries Li rendrait compte de cette activité. 

Il existe, d’autre part, des souches lactose-négatives (L—) 
dE. coli ML, chez lesquelles le lactose n’est pas utilisé et 
n’induit pas la formation de f-galactosidase, pas plus qu’il n’a 
accés aA l’enzyme lui-méme, lorsque celui-ci a été induit par 
d’autres galactosides (A. M. Torriani, voir Monod et Cohn [44}) : 
ces souches L— possédent, tout comme les Lt+, une activité de 
base qui ne peut s’explquer par les impuretés contenues dans 
le milieu. Nous avons supposé que, dans ce cas encore, 
Vactivité de base était due A la présence de bactéries L-’. 
En utilisant Je test décrit plus haut, qui permet de révéler les 
colonies L*, nous avons décelé la présence de deux colonies de 
ce type parmi 20 000 colonies de la souche lactose négative ML3. 
Nous avons pu, de lune de ces colonies, isoler et conserver une 
souche qui, effectivement, synthétise spontanément la B-galacto- 
sidase. Cette souche est done de caractére L—~ en ce qu’elle 
n’utilise pas le lactose comme aliment carboné, encore que son 
activité B-galactosidasique (mesurée dans des suspensions tolué- 
nisées) soit aussi élevée que celle des souches L-¢ lactose- 
positives (Lt). Le QO, de ces bactéries L— en présence de 
lactose est pratiquement nul. La galactosidase, synthétisée consti- 
tutivement par cette souche, demeure done « cryptique » in vivo 
i légard du lactose. Notons que les quatre phénotypes théori- 
quement possibles L+°, L+i, L—*, L— ont pu étre isolés. (Voir 
tableau IT.) 

Ajoutons enfin que nous avons isolé a trois reprises différentes 
dans des populations de bactéries L+¢ irradiées aux rayons U. V. 
des clones de type L— irréversibles (L— « absolu »), c’est-a-dire 
chez lesquels on ne rencontre jamais de mutants L+. Or, chez 
ce L~ absolu, lactivité galactosidasique « de base » est nulle, 
alors qu’elle ne Vest jamais totalement chez les L— habituels qui 
présentent toujours une certaine proportion de mutants L+ {42}. 
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Tacveau Il. — Caraetéres phénotypiques relatifs 4 lutilisation du lac- 


tose comme source d’énergie et 4 la biosynthése de la $-galac- 
tosidase chez F-coli. 


SEA RS RE SS SS, 


SYNTHESE DE LA 8-GALACTOSIDASE 
. UTILISATION DU LACTOSE 
PHENOTYPES 
(earactére L) spontanée induite 

(¢) (2) 
ia ue 0 ae 
eh Sa hiiy ite, zh ae on 
i eer Rs gs a 0 0 ae 
eer meee ae es 0 + — 
L—« absolu ». , 0 v 0 


Ceci s’expliquerait bien si on iadmettait que les phénotypes L—, 
Lte, L+i et L— correspondent 4 des allélomorphes ou pseudo- 
allélomorphes d’un méme locus indispensable ala synthése de 
la galactosidase et qui serait perdu chez le mutant L— absolu. 
Cette interprétation serait pleinement en harmonie avec les obser- 
vations de J. et E. Lederberg [7, 43] indiquant que chez 
E. coli Ix12 la mutation « constitutive » est associée au locus 
complexe lac,, responsable également de divers types de muta- 
ions Lt+ —> L-. 

Nous avons effectué un certain nombre de croisements chez 
E. coli 12 entre des souches Lt+° et L— (1) et n’avons dénombré 
qu’une trés faible proportion de « recombinants » : deux Lt! et 
un L-* sur 1 000 isolements de prototrophes. Ce faible nombre 
ne permet pas d’affirmer qu'il ne s’agissait pas de mutants. 


ConcLustions ET Discussion. 


I. — Le suceés de la méthode de sélection dont nous avons 
décrit ici le principe et les résultats justifie les prémisses hypo- 
thétiques sur lesquelles elle se fondait, 4 savoir : 

a) L’existence de mutations spontanées : 


Lt ——> Le 
Mi —v> Me 


b) L’avantage sélectif des mutants constitutifs sur les mutants 
« inductibles », limité 4 la période d’adaptation de la culture. 

En revanche, il est évident que la conception proposée par 
Hinshelwood et son école [44, 45] pour expliquer l’acquisition de 


(1) En utilisant les symboles adoptés pour désigner les loci génétiques 
chez E. coli K 12, ce croisement s’écrirait Lact Cst+ x Lac—, Cst—. 
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propriétés stables nouvelles dans des populations bactériennes 
par « entrainement » graduel, ne saurall, en aucune facon, rendre 
compte du résultat obtenu, en particulier du fait que les cultures 
maintenues uniquement en lactose ou en maltose n’acquiérent pas 
le caractére Le ou M®, tandis que les cultures systématiquement 
désadaptées acquiérent rapidement. 

II. — Il semble que la proportion de mutants iLe dans les 
populations ‘Li soit assez élevée pour que l’activité galactosida- 
sique « de base » de ces populations puisse étre due uniquement 
aux individus mutants L*. Il est done possible, sinon vraisem- 
blable, que chez les bactéries Li la synthése spontanée d’enzyme 
soit absolument nulle. Le fait que la plupart des enzymes les 
plus typiquement inductibles sont également présents a Vétat de 
traces chez les bactéries cultivées en absence d’inducteur sugge- 
rait que l’inducteur n’avait qu’un role régulateur dans la synthése 
de enzyme. L’interprétation que nous proposons ici de l’activité 
de base implique que chez les bactéries Li l’induction ne se traduit 
pas seulement par l'accroissement d’une protéine-enzyme (galac- 
tosidase) préexistante, mais par l’apparition d’un enzyme absent 
jusque la. Cette interprétation conduit a assigner 4 |’inducteur 
un role essentiel dans la synthése de la protéine-enzyme. (Voir 
Monod et Cohn [44] et Monod [46}.) 

III. — S’il en est ainsi, quelle peut étre la modification physio- 
logique primaire 4 quoi est lée la transformation t—>c¢ ? Si l’on 
admet que les mécanismes de synthése de l’enzyme « induit » 
et de l’enzyme « constitutif » sont essentiellement les mémes, ce 
qui est extrémement vraisemblable, on doit supposer que les 
bactéries Le possédent la capacité de synthétiser spontanément 
un galactoside-inducteur. L’idée que dans la synthése des enzymes 
« constitutifs » il intervient en régle générale un « inducteur 
intracellulaire » jouant le méme role que l’inducteur exogéne 
pour les enzymes induits a été déja développée et discutée [47, 18]. 
Cette hypothése a trouvé récemment une intéressante justifica- 
tion expérimentale dans les travaux de Vogel et Davis [49]. Ces 
auteurs ont obtenu expérimentalement un mutant (X—) d’E. coli 
incapable de synthétiser un précurseur (X) de l’ornithine et chez 
lequel l’enzyme permettant l’utilisation du corps X est passé du 
type constitutif (type sauvage [X+]) au type  inductible 
(mutant [X—]). La mutation décrite par Vogel et Davis se traduit 
en somme par un effet phénotypique exactement inverse de celui 
des mutations que nous avons étudiées ici. Il est logique de 
supposer que l’effet primaire, inconnu dans notre cas, est inverse 
de l’effet primaire observé pour la mutation X+ —>X-—, 

IV. -— I] semble vraisemblable que le locus génétique de la 
mutation Li-> Le soit, sinon identique, du moins étroitement voisin 
du locus dont dépend la mutation spontanée L-—»L+ (locus 
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désigné lac, chez E. coli K12), laquelle affecte 4 la fois  « acces- 
sibilité » de l’enzyme in vivo et son inductib:lité par certains 
galactosides (cf. Monod et Cohn [44)]). 

L’aceessibilité et Vinductibilité de l’enzyme apparaissent ainsi 
génétiquement liées, ce qui ne fait qu’accentuer le paradoxe que 
représentent les bactéries L—*, qui synthétisent spontanément un 
enzyme trés actif in vitro, mais totalement inopérant in vivo. La 
nature de Veffet primaire des mutations de ce locus demeure 
totalement obscure. Mais il semble que la perte de ce locus se 
traduise par la disparition totale de la capacité de synthétiser la 
f-galactosidase. 


BIBLIOGRAPHIE 


[4] J. Monon, A.-M. Torrrani et J. Grieerz. C. R. Acad. Sci., 1948, 
227, 315. 

[2] M. Coun et J. Monop. Biochim. Biophys. Acta, 1951, 7, 153. 

[3] J. Monon et A.-M. Torriant. C. R. Acad. Sci., 1948, 227, 240. 

[4] M. Dovpororr, W. Z. Hassm, E. W. Purnam, A. L. Porrer et 
J. Leperserc. J. Biol. Chem., 1949, 179, 921. 

[5] J. Monon et A. M. Torriant. Ces Annales, 1950, 78, 65. 

[6] J. Monon, G. Conen-Bazire et M. Conn. Biochim. Biophys. Acta, 
1951, 7, 5865. 

[7] J. Leperserc. In Genetics in the 20th Century, 1951, Mac Millan, 
New-York, 263-289. 

[8] J. Monon et A. AupuREAv. Ces Annales, 1946, 72, 868. 

{[9] M. Serpman et K..P. Linx. J. Am. Chem. Soc., 1950, 72, 4324. 

[40] J. Monop. Ann. Rev. Microb., 1949, 3, 371.. 

[44] J. Monon et M. Cony. Adv. Enzymol., 1952, 413, 67. 

[42] F. J. Ryan. J. Gen. Microb., 1952, 7, 69. 

[43] E. M. Leperserc. Genetics, 1952, 37, 469. 

[44] C. N HuinsHetwoop et S. Jackson. Proceed. Roy. Soc. B., 1950, 
137, 88. 

[45] S. Jackson et C. N. Hinswetwoop. Proceed. Roy. Soc. B., 1949, 
4136, 562. 

[16] J. Monop. II® Congrés de chimie biologique, Paris, 1952. 

[47] J. Monov. Growth, 1947, 44, 223. 

[48} R. Y. Sranmer. Ann. Rev. Microb., 1951, 5, 35. 

[49] H. J. Vocen et B. D. Davis. Feder. Proceed., 1952, 44, 484. 


SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 


(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 1D.) 


Séance du 5 Mars 1953. 


Présidence de M. GASTINEL. 


NECROLOGIE 


SERGE WINOGRADSKY 


(1856-1953) 


En ouvrant la séance, le Président annonce la mort du professeur 
Serge Winogradsky, directeur de la filiale de Brie-Comte-Robert de 
l'Institut Pasteur, décédé le 24 février 1953. 

L’Assemblée et le Bureau de 1l’Institut. Pasteur, qui assiste a la 
séance, se lévent pour entendre la biographie et l’éloge du savant 
disparu prononcés par le Secrétaire général (1). 

Au nom de la Société tout entiére et de |l’Association des Microbio- 
logistes de Langue francaise, le Président s’associe 4 l-hommage rendu 
& Serge Winogradsky et exprime ses condoléances 4 sa famille. 


PRESENTATION D’OUVRAGE 


M. P. Hauduroy : J’ai l’honneur d’offrir A la Société des Microbio- 
logistes de Langue francaise, au nom de mes collaborateurs et en mon 
nom, la nouvelle édition du « Dictionnaire des bactéries pathogénes 
pour l’homme, les animaux et les plantes » (2), suivi de la « Liste 
des étres microscopiques conservés dans les collections de cultures 
types ». 

On trouvera dans cet ouvrage la description compléte, selon un plan 


(1) L’allocution de M. Lépine est publiée dans ces Annales, p. 667. 
(2) Paul Hauduroy, Ehringer, Guillot, Magrou, Prévot, Rosset et Urbain. 
1 vol., Masson et Ci*, édit., Paris, 1953. 
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uniforme, des bactéries pathogénes. Morphologie, colorabilité, carac- 
téres culturaux, biochimiques, structure antigénique, pouvoir patho- 
gene naturel et expérimental, méthodes de vaccination et de sérothé- 
rapie sont étudiés tout A tour. 

Plusieurs systemes de nomenclature existent 4 l’heure actuelle dont 
aucun n’est encore reconnu officiellement. Aussi avons-nous adopté le 
systéme francais mis au point par A.-R. Prévot. Bien entendu, les 
autres systemes sont indiqués a titre de documentation. 

Les synonymes des noms des bactéries sont cités A leurs places 
alphabétiques et renvoient toujours 4 la dénomination adoptée. 

Enfin, nous avons pensé rendre service aux bactériologues en indi- 
quant 4 la suite du nom de chaque microbe si celui-ci se trouvait ou 
ne se trouvait pas dans une collection de cultures types. 

La documentation existant au Centre de Collection de Types micro- 
biens de Lausanne, que dirige lun de nous, a permis de mener a bien 
ce travail et d’établir une liste de plus de 10 000 noms d’étres micro- 
scopiques conservés dans les collections, liste qui termine l’ouvrage. 

Tel qu’il est congu, nous espérons que ce « Dictionnaire » rendra 
service aux hommes de laboratoire, qu’ils soient médecins, vétérinaires 
ou phyto-pathologistes. 


COMMUNICATIONS 


LA RESISTANCE DE DIVERSES BACTERIACEES 
A UEGARD DE L’'ILOTYCINE 


par C. LEVADITI et J. HENRY-EVENO. 


Unstitut Alfred-Fournier.) 


L’ilotycine (antibiotique élaboré par le Streptomyces erythreus et 
découvert par Mc Guire, Bunch, Anderson, Boaz, Flynn, Powell et 
Smith [1]), mise en présence de certains microorganismes, est-elle 
capable de faciliter l’apparition in vitro de germes ilotycino-résistants ? 
Certains auteurs, tels Mc Guire et ses collaborateurs (loc. cit.), de 
méme que Haight et Finland [2], l’affirment 4 la suite de tentatives 
effectuées avec le Staphylococci aureus et le Streptococcus pyogenes. 
Ces derniers chercheurs constatent, en effet, que des staphylocoques 
sont capables, aprés 3 Aa 12 passages consécutifs, d’acquérir une 
résistance cing cent douze fois supérieure 4 celle qu’ils présentaient 
avant tout contact avec l’antibiotique. Ayant eu l’occasion d’étudier les 
propriétés de l’ilotycine aussi bien dans le tube a essais qu’in vivo [3], 
nous avons évalué ]’état réfractaire acquis par divers germes a 1]’égard 
de cet antibiotique. Nous résumons dans la présente note l’ensemble 
de nos constatations. Deux groupes de bactériacées ont été envisagés 
de ce point de vue: 1° Eberthella typhosa, Proteus vulgaris et Esche- 
richia coli ; 2° 6 souches de Staphylococcus aureus: Tw, Gen, F, H, 
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T et Oxf, les deux premiéres s’étant révélées manifestement réfractaires 
demblée [Dmb (1) = 500 ug]. La technique utilisée a été celle des 
repiquages en série, en présence de concentrations progressivement 
croissantes d’antibiotique, technique classique (titrages aussi serrés 
qu’il était nécessaire). Les transferts ont été continués jusqu’a ce que 
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la DMr (1) ait atteint 1000 wg par centimétre cube [dans un cas 
(Staph. Oxf.), ils ont été arrétés 4 100 yg, résistance maxima atteinte]. 
Résultats. — Les données enregistrées sont consignées dans le 


tableau ci-joint et représentées graphiquement dans les tracés 1 et 2. 


(1) Nous désignons par les abréviations Dmb la dose minima bactério- 
statique, et DMr la dose maxima permettant la pousse du germe. 
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Fn régle générale, la résistance s’est accrue en plusieurs phases succes- 

sives, en d’autres termes par paliers. Le nombre de ces phases a varié 

entre 2 et 6, selon les bactéries prises en considération. Dans le tableau, 
: 1° du point 


les microorganismes cités précédemment sont examinés 
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de vue de la Dmb au point de départ ; 2° du nombre des phases 
3° de la durée de l’expérience correspondant 4 chacune de ces phases, 
ainsi que des valeurs respectives de la DMr ; 4° de la durée totale de 
Vessai, et 5° de la DMr atteinte finalement. 

La lecture de ce tableau, ainsi que des tracés 1 et 2, montre ce qui 


suit : 
A. Groupe : Eberthella typhosa-Proteus vulgaris-Escherichia coli S. — 
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Les deux premiers de ces germes, dont la Dmb était, respectivement, 
de 10 et 100 wg, ont acquis l’état réfractaire en deux phases, et cela 
en treize et quinze jours, la DMr passant de 100 et 500 4 1000 ug. 
Le troisitme (Escherichia coli S) a exigé trois phases évoluant en vingt 
et un jours pour que la DMr atteigne 1000 yg. Il en résulte que ces 
bactériacées sont susceptibles de devenir facilement et intensément 
réfractaires 4 lilotycine. 

B. Groupe : Staphylococcus aureus. — a) Germes relativement insen- 
sibles d’emblée. Se sont montrées assez réfractaires ab ovo les 
souches Tw et Gen, puisqu’elles ont exigé une Dmb atteignant 500 pg 
avant tout contact avec l’ilotycine. Ces souches staphylococciques ont 
présenté une DMr de 1000 yg aprés une seule phase, en l’espace de 
six jours. 

b) Deux souches staphylococciques (F et H), dont la Dmb atteignait 
100 pg, sont devenues insensibles (DMr = 1000 ug) en trois phases 
consécutives et en l’espace de sept & huit jours. 

c) Enfin, deux autres souches (T et Oxf), éminemment sensibles 
a Vantibiotique (Dmb = 1 yg), ont acquis, l’une (T) un état réfrac- 
taire accusé (1000 wg) en six phases et en l’espace de treize jours, 
Vautre (Oxf) une résistance faible (100 wg), apparue en quatre phases 
et en l’espace de trente-quatre jours. 

Il en ressort que les diverses souches examinées de Staphylococcus 
aureus se sont comportées différemment quant a leur potentiel de 
résistance ilotycinique. A cdté de celles qui, ayant manifesté un état 
réfractaire assez intense dés l’origine, ont vu leur potentiel d’insen- 
sibilité atteindre rapidement des valeurs fortement élevées, il y a lieu 
d’en mentionner d’autres moyennement aples a devenir résistantes, 
et d’autres, enfin, chez lesquelles cette méme aptitude ne s’est déclarée 
que Jentement et en de multiples phases. 


Conciusions. — Trois bactériacées (berthella typhosa O, Proteus 
vulgaris, Escherichia coli S), ainsi que 5 souches de Staphylococcus 
aureus, sont susceptibles de devenir (& des degrés divers et en des 
temps variant d’un germe & |’autre) ilotycino-résistantes. L’état réfrac- 
taire que ces germes manifestcnt semble en rapport avec leur potentiel 
dinsensibilité initial, potentiel que l’antibiotique exagére par la voie 
dune sélection transmissible héréditairement. 
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EVOLUTION DE LA SENSIBILITE AUX ANTIBIOTIQUES 
DES GERMES ISOLES CHEZ LES MALADES DE VILLE 
DE 1949 A 1952 
par Y. CHABBERT, G. TERRIAL et M. P. SCHUTZENBERGER. 
Institut Pasteur. 

Sous l’influence de l’antibiothérapie intensive pratiquée ces derniéres 
années on s’est attendu 4 voir apparaitre une sélection progressive des 

souches les plus résistantes. 

En milieu hospitalier, la sélection des Staphylocoques résistants a la 

PENI CILLINE 


Staphylocoques Streptocoques Pneumocoques Enterocoques H.influenzce 
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Pénicilline par production de Pénicillinase s’est opérée dés 1949 [ate 
Pour les autres antibiotiques : Streptomycine, Auréomycine, Chloram- 
phénicol, Terramycine, nous avons signalé [3] en 1952 un phénoméne 
analogue, avec prédominance de certains types résistants 2 la plupart 
des antibiotiques. Des augmentations de pourcentages des souches 
résistantes ont été observées dans diverses espéces microbiennes [4], 
mais sans avoir la netteté de celles constatées chez les Staphylocoques. 


SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 953 


Mais les observations faites sur les souches isolées dans les hépitaux 
représentent un choix, car, d’une part l’hospitalisation est souvent 
réservée 4 des malades n’ayant pas réagi aux premiers traitements anti- 
biotiques, et d’autre part on observe souvent de véritables épidémies 
de salle provoquées par une souche résistante. 

Les statistiques rapportées ici proviennent de résultats obtenus avec 
des souches isolées A Paris chez des malades de ville non hospitalisés. 
Bien qu’un certain nombre de facteurs soient encore susceptibles de 


STREPTOMYCINE 


Staphylocoques Streptocoques Entero. B.coliformes Proteus 
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jouer, ces statistiques représentent 1’évolution qui a pu se produire 
dans l’ensemble de la population urbaine. 

La technique de titrage utilisée est la technique des disques séchés 
préparés par ]’Institut Pasteur. Un résultat chiffré est obtenu par un 
procédé basé sur les différences de diamétre des zones d’inhibition 
obtenues entre une souche test et la souche a titrer [2]. Les concen- 
trations inhibitrices ont été ensuite rangées en trois catégories : 
Sensibles, Limites et Résistantes suivant des taux figurés sur les 
schémas. 


Résuttats. — Les Staphylocoques occupent une place a part. 

Pour la Pénicilline on note une augmentation progressive du pour- 
centage des souches productrices de Pénicillinase. Compte tenu d’une 
endémicité qui semble constante, cette augmentation peut s’expliquer 
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soit par un taux d’échanges élevé, soit par la présence sur chaque 
individu de souches multiples. Le taux observé en 1952 en ville 
(68 p. 100) est de l’ordre de celui’ observé en 1949 dans plusieurs 
hépitaux. Il y a donc un retard de quatre ans qui peut servir de base 
pour apprécier 1l’évolution possible vis-i-vis des autres antibiotiques. 

Pour les trois autres antibiotiques étudiés, le potircentage des souches 
résistantes était faible et stable (4-8 p. 100) jusqu’en 1952. On observe 
alors une élévation significative avec des différences qui coincident avec 
la fréquence d’utilisation des produits: Streptomycine (23 p. 100), 
Auréomycine (22 p. 100), Chloramphénicol (12 p. 100). Si cette éléva- 
tion obéit aux mémes lois que pour la Pénicilline, on peut s’attendre 
a une évolution progressive vers la résistance dans les années 4 venir. 

Streptocoques-Pneumocoques : De 1949 a 1952, on n’observe pour les 
quatre antibiotiques aucune augmentation des souches résistantes, leur 
pourcentage restant toujours trés faible ou nul. Pour 1]’Auréomycine, 
ou l’on n’a pas trouvé de souches résistantes, il y a en 1952 une 
élévation faible mais significative des souches limites (19 p. 100). Il 
faut aussi signaler l’augmentation nette du nombre de _ souches 
d’Entérocoques isolées en dehors du tractus digestif. 

Bacilles coliformes : Nous avons groupé sous ce nom les souches 
appartenant aux genres Escherichia et Klebsiella. Dans ce groupe on 
n’observe aucune évolution nette vers la résistance. L’élévation signi- 
ficative observée en 1950 pour la Streptomiycine ne s’est pas maintenue ; 
elle peut avoir coincidé avec une période ot la Streptomycine était 
utilisée seule sans association. 

Proteus ; Les modifications observées pour le Chloramphénicol ne 
sont pas significatives. Avec la Streptomycine on retrouve 1’élévation 
transitoire observée en 1950. Le genre est naturellement résistant & 
lV’Auréomycine, mais un faible taux de souches sensibles et limites 
semble se maintenir. 

Pseudomonas; Ps. aeruginosa était naturellement peu _ sensible 
4 l’Auréomycine et au Chloramphénicol ; on observe une disparition 
progressive des souches sensibles. 

Il en est de méme pour les souches d’H. influenzae vis-a-vis de la 
Pénicilline. 


En nEsumE. — Pour les souches isolées 4 Paris chez les malades de 
ville non hospitalisés de 1949 4 1952, seuls les Staphylocoques subissent 
une évolution significative vers la résistance. Cette évolution a été pro- 
gressive pour la Pénicilline et ne fait que s’amorcer pour les autres anti- 
biotiques. 
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APPARITION SPONTANEE, PERSISTANTE, 
DE CORPS GLOBULEUX ET DE FORMES L, 
A PARTIR D'UNE SOUCHE DE VIBRION CHOLERIQUE 


par L. CARRERE et J. ROUX. 


(Laboratoire de Microbiologie de la Faculté de Médecine de Montpellier.) 


En partant d’une souche de vibrion cholérique, souche Inaba prove- 
nant de l'Institut Pasteur de Paris (1948), nous avons été surpris 
d’obtenir en bouillon ordinaire (pH 6,85) de trés nombreux corps 
globuleux et formes L. Des subcultures, pratiquées successivement, 
donnaient encore, au septi¢éme passage, en bouillon ou en eau pep- 
tonée, les mémes éléments en nombre prédominant sur les formes 
vibrioniennes. 

Nous avons suivi sur prélévements de cultures, pratiqués 4 divers 
intervalles de temps, les processus évolutifs en utilisant, soit, pour 
l’état frais, le dispositif 4 contraste de phase, soit des colorations 
Giemsa, bleu de Unna, Gram, et en pratiquant des subcultures en 
divers milieux. Nous pouvons résumer comme suit nos constatations. 

Les ensemencements d’une 6se de voile ou de dépét donnent en 
bouillon ou eau peptonée, une culture paraissant homogéne, dans toute 
la hauteur du milieu ; & l’examen au contraste de phase, on constate 
dés la quatri¢éme heure, la présence de formes bacillaires trés courtes, 
1p, en voie de « gonflement » qui prédominent, des formes bacillaires 
longues, 10 4 20 », en un point desquelles, au centre le plus souvent, 
s’amorce un « gonflement » ; enfin de rares vibrions trés mobiles. La 
coloration par la méthode de Gram révéle que les éléments bacillaires 
sont restés colorés par le violet de gentiane, uniformément (formes 
courtes) ou sous forme de masses séparées par des espaces & Gram 
négatif (formes longues) ; il existe aussi des formes coccobacillaires 
présentant un granule central Gram positif entouré d’un halo Gram 
négatif. Au Giemsa, les éléments Gram positifs sont bleu foncé, les 
éléments Gram négatifs sont teintés en rose, plus ou moins foncé. 
Nous ne retiendrons pas actuellement ces constatations qui impliquent 
des variations dans le métabolisme des nucléo-protéines et nécessitent 
d’autres recherches. 

Dans les heures qui suivent, on peut saisir les phases évolutives des 
formes globulaires, qui augmentent progressivement de volume, se 
vacuolisent, et donnent naissance A des formes L ou & des bactéries 
d’apparence normale. Dans les cultures de trois jours, conservées A 
37°, on ne trouve souvent que des formes L, des granules et de rares 
vibrions. A partir de prélévements, effectués de la quatritéme heure au 
troisiéme jour, les subcultures sur bouillon gélosé se montrent consti- 
tuées par des éléments polymorphes : granules, coccobacilles, longs 
filaments ondulés, formes massuées ou spiralées ; ce polymorphisme 
rappelle A s’y méprendre l’aspect de Streptobacillus moniliformis. 
Par isolement sur milieu de Dieudonné, coulé en boites de Petri, on 


SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 957 


obtient des colonies relativement peu nombreuses (1/10 environ) 
constituées par des vibrions typiques (mobiles, Gram négatifs) et des 
colonies dont les éléments présentent, A la vingt-quatritéme heure, 
le polymorphisme décrit. Les subcultures en eau peptonée ou en 
bouillon des derniéres colonies reproduisent, dés la quatriéme heure, 
le cycle évolutif des formes L, tandis que les premiéres donnent des 
formes normales de vibrion pendant trois jours ; mais, au quatriéme 
jour, apparaissent des corps globuleux, début du cycle évolutif qui 
se poursuit jusqu’aux formes L. 

Par filtration sur bougie Chamberland L3, de cultures de cing 
jours en eau peptonée, nous avons obtenu, pour quatre essais, des 
formes L 4a |’état pur : le flltrat, d’abord absolument limpide, présente, 
au deuxiéme ou au troisiéme jour, un trés fin dépét tapissant le 
fond du tube, le transfert de ce dépét en milieux liquides ou sur 
milieux solides n’a donné lieu & aucune culture, mais en milieu semi- 
solide, nous avons obtenu des colonies typiques de formes L, repiquables 
en série sous cette seule forme. 

En ajoutant 4 des cultures jeunes de la souche de vibrion cholérique, 
de la pénicilline (2000 unités) et du plasma humain (1 cm? pour 
10 cm*) nous avons obtenu |’évolution en corps globuleux et formes L 
en un laps de temps moindre, mais une partie seulement des vibrions 
subit la transformation, un grand nombre disparaissant par lyse. 
Avec la pénicilline seule les résultats sont semblables, le nombre des 
vibrions évoluant en corps globuleux parait, cependant, plus élevé. 
Il en est de méme avec d’autres antibiotiques : terramycine (1,25 wg 
par centimétre cube), chloramphénicol (1,25 wg par centimétre cube), 
auréomycine et streptomycine (2,50 wg par centimétre cube). 

L’inoculation intrapéritonéale de corps globuleux A un _ cobaye 
nous a permis d’observer une exsudation fibrineuse avec trés 
forte réaction polynucléaire se poursuivant pendant quarante-huit 
heures. L’exsudat ensemencé sur bouillon gélosé et en eau peptonée 
ne nous a donné aucune culture. 

L’inoculation intrapéritonéale, sous-cutanée ou intradermique, de 
corps globuleux, a des souris blanches, a provoqué la mort, en vingt- 
quatre heures, des animaux inoculés ; nous n’avons pu isoler du sang, 
de la rate et du foie que de rares colonies d’H. coli. Par contre, 
Vinoculation, par les mémes voies, de formes L n’a provoqué aucun 
symptéme chez les souris inoculées, toutes ont résisté ; nous revien- 
drons ultérieurement sur ces faits. 

Nous avons donc constaté l’évolution spontanée en corps globuleux 
et formes L du plus grand nombre des cellules bactériennes en 
subculture d’une souche Inaba de vibrion cholérique ; cette aptitude 
évoltitive s’est maintenue, méme aprés deux passages sur milieu Dieu- 
donné, dans la série des subcultures successives. 

S’agit-il d’une mutation ou d’une sélection ? 

Querelle de mots sans doute, car, mutant ou sélectionné, lindividu 
évoluant porte génétiquement cette potentialité qui se transmet dans 
ou par une lignée au moins de ses descendants. 

Remarquons que les cellules composant les vieilles cultures de 
diverses souches bactériennes (plus particulitrement pour le vibrion 
cholériqne) présentent souvent un polymorphisme notable : parmi les 
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formes, dites anormales, on peut détecter de vrais corps globuleux 
susceptibles d’évoluer en forme L. 

Divers auteurs, Tulasne en particulier [4], ont cependant noté que 
les souches récemment isolées étaient plus aptes a la production 
« incitée » de formes L, que les souches conservées repiquées fréquem- 
mient ; nous avons émis A ce sujet une hypothése [2]. Le fait que 
nous rapportons n’est pas antinomique ; n’avons-nous pas observé 
que, pour notre souche, la formation des corps globuleux est moindre 
en présence de pénicilline-plasma, une partie des bactéries étant lysée 
avant l’obtention de ce stade > On congoit qu'il s’agit donc, simple- 
ment, de quantités proportionnelles d’individus aptes ou non a évoluer 
en corps globuleux et de leur sensibilité & l’antibiotique dans le cas 
de la pénicilline. 

Si, lors des subcultures de diverses souches, les formes normales 
paraissent seules se multiplier, c’est que leur nombre est considéra- 
blement plus élevé au départ et que les conditions extérieures leur 
sont plus favorables. Par divers procédés, on peut inverser comple- 
tement les choses, supprimant ou génant la scissiparité, mode de 
reproduction rapide habituel, faire apparaitre — sélectionner — les 
bactéries 4 potentialité évolutive vers les formes L ; le cycle évolutif 
lui-méme pouvant étre stoppé, ou dévié, au cours des phases succes- 
sives, on pourra, ainsi, n’obtenir que des stades de corps globuleux, 
jeunes ou plus ou moins évolués, qui disparaissent, ou bien voir le 
cycle dérouler ses phases et, aprés vacuolisation, donner naissance 
aux formes L ou aux formes bactériennes habituelles. 

La lecture des nombreux travaux, comme nos propres recherches, 
nous incitent & penser que le corps globuleux, cellule compléte 
noyau, protoplasme, est une forme de résistance, comparable, nous 
l’avons dit, 4 un kyste de protozoaire [3], révélée lorsque les individus 
composant une souche sont soumis 4 diverses actions : épuisement du 
milieu, antibiotiques... 

Cette hypothése vérifiée, on peut en émettre une autre, l’ontogénie 
reproduisant la phylogénie, le corps globuleux, avec sa bivalence évo- 
lutive, apparait comme une plaque tournante. Ne peut-il pas étre 
considéré aussi comme la « résurgence » ou la « réplique pérenne » 
de la cellule ancestrale, origine de l’espéce considérée ou méme de 
toutes les espéces bactériennes. Ce monisme n’a rien d’invraisemblable 
a priori, en considération de la plasticité et de 1’adaptabilité 
microbienne. 

Sans vouloir discuter plus avant, il nous semble, en conclusion, 
que l’étude des formes L, stade terminal d’un cycle, présente un 
intérét quant a la pathogénie de certaines affections ou comme phase 
de transition possible entre bactéries et virus ; ce sont les recherches 
sur les corps globuleux mémes qui seront les plus fructueuses, en 
nous donnant quelques clartés sur l’origine et le cycle vital des 
bactéries. 
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RECHERCHES SUR LES VENINS 
DE WAJA HAJE, 
DE NAJA NIGRICOLLIS, DE LACHESIS GRAMINEUS 
ET D’ANCISTRODON PISCIVORUS 


par Y. IZARD et P. BOQUET. 


(Unstitut Pasteur, Garches.) 


Nous résumons ci-dessous les résultats d’expériences entreprises dans 
le dessein de comparer les propriétés toxiques, enzymatiques et anti- 
géniques de quatre échantillons de venins de serpents. 

Les deux premiers proviennent de vipéridés : Ancistrodon piscivorus 
d’origine américaine et Lachesis gramineus du sud-est asiatique ; les 
deux autres, de colubridés capturés en Guinée Francaise : Naja haje 
et Naja nigricollis [4]. 

Ces quatre échantillons de venins, 4 l'état sec, se présentent sous 
la forme de paillettes jaunes, trés solubles dans la solution physiolo- 
gique de chlorure de sodium. Dans une premiére série d’expériences, 
nous déterminons, pour les petits animaux de laboratoire, la dose 
minima mortelle de chacun de ces poisons ; nous étudions ensuite 
in vitro leurs activités enzymatique, lécithinasique, coagulante et anti- 
coagulante, en suivant les techniques que nous avons décrites & propos 
des venins de vipéres et de cobras [4]. 

Dans tine seconde série d’expériences, nous comparons sur les mémes 
échantillons de venins, les actions antitoxiques et antienzymatiques 
paraspécifiques de deux sérums thérapeutiques antivenimeux préparés 
a l'Institut Pasteur : le sérum ER et le sérum C obtenus en hyper- 
immunisant des chevaux au moyen des venins de Vipera aspis d’Europe 
et de Naja naja d’Indochine. 

L’antitoxine antivenimeuse est titrée suivant la méthode d’Ipsen [2] 
qui consiste 4 injecter par la voie veineuse, 4 des souris du poids 
moyen de 18 g, des mélanges en proportions variables de venin et 
d’antivenin. 

Les activités anti-enzymatiques des immunsérums sont mesurées 
in vitro par les procédés que nous avons résumés dans un précédent 
mémoire [4]. 

Les résultats de ces recherches sont groupés dans les tableaux I, 
Tg. TVs 

Il ressort de ces observations que les venins de Lachesis gramineus 
et d’Ancistrodon piscivorus ne sont pas trés toxiques pour les petits 
rongeurs. Injectés 4 des lapins par la voie veineuse, A la dose de 


(1) Ces deux échantillons nous ont été adressés par le D* Lefrou, direc- 
teur de J’Institut Pasteur de Kindia, A qui nous exprimons tous nos 
remerciements. 
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Tanteav 1. — Toxicité des venins de L. gramineus, a'A. piscioorus, — 
de W. haje et de W. nigricollis pour le lapin, le cobaye et la souris. 


(A titre de comparaison nous indiquons la toxicité des venins de Vipera 
aspis de France et de Naja naja d’Indochine). 


DOSES MINIMA MORTELLES 
(exprimées en mg) 5 
des venins énumérés dans la colonne précédente : 


pour pour la souris 
) ’ d 

e 20g 
pour le lapin le cobaye éprouvée par 


(par kg d’animal) de 350 ¢ 
éprouvé éprouvé 
par la voie par la voie 
veineuse sous- 


cutanée 


2 
° A 
n 
5 s 
i) 3 
S| re 
o n 
> 3 

i=} 

n 


Venins de : 
Vipérides : 
Lachesis gramineus 


Ancistrodon piscivorus . (échantillon nouveau). 


? 


2 
{ 2 (échantillon ancien). 
{2 
Vipera aspis . 0 


Colubridés : 
Naja haje . : 
Naja nigricollis . 
Naja naja . 


2 mg par kilogramme, ils produisent des troubles respiratoires, nerveux 


et sanguins, comparables 4 ceux qu’on observe aprés l’injection d’une 
dose non mortelle de venin de Vipera aspis. Nous ne disposions pas 
de quantités suffisantes de ces poisons pour déterminer, dans les 
mémes conditions, la dose létale de chacun d’eux, mais, en nous 
fondant sur limportance des phénoménes pathologiques qu’ils 
provoquent, nous sommes autorisés 4 conclure de nos expériences 
que le venin d’Ancistrodon est moins nocif que celui de Lachesis et 
que la dose minima mortelle de ce dernier est vraisemblablement 
voisine de 2 mg par kilogramme (2). Quant A la faible activité du 
venin d’Ancistrodon, la question se pose de savoir si elle est la consé- 
quence d’une altération de ce poison au cours de sa conservation (3) 
ou si elle est inhérente 4 sa nature méme. Les résultats des expériences 
faites au moyen d’un échantillon de venin d’A. piscivorus recueilli 
depuis peu, plaident en faveur de la seconde hypothése ; de méme, 


(2) Selon G. Lamb (cité par M. Phisalix dans « Les animaux venimeux 
et les venins ») la dose minimum mortelle de venin de L. gramineus 
administrée au lapin par la voie veineuse est 2 mg par kilogramme. 

(3) La date du prélévement de cet échantillon de venin ne nous est pas 
connue. Elle est antérieure 4 1939. 
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TaBLeau II. — Activités enzymatiques in vitro des venins 
de L. gramineus, de N. haje, de N. nigricollis et a’ A.piscivorus. 


(A titre de comparaison nous indiquons les activités enzymatiques des 
venins de Vipera aspis et de N. naja.) 


DOSES MINIMA DE VENIN 
(exprimées en mg) 


produisant en présence 

ey 0,5 Sa de sérum 
e cheval, la quan- : 

tité minima ace coagulant ] eupeenae! 
cithine nécessaire pour} 2 cm? de plasma | gq, 2 ace : ind 
hémolyser 1 cm3 d’me de cheval Wo 
suspension a 5 p. 100 (citraté ( 4 ie 
de G.R. de cheval. et recalcifié) et aceteene 
Temps de_ contact ) 
Veni} serum the (> =n en i ee 
A 37°. Hémolyse ; (lecture aprés 30 minutes 4 37°) 
lecture aprés 30 min. 
a 0°. 


Venins de : 


Vipérides : 
Lachesis gramineus. . . 
Ancistrodon piscivorus . 
Vipera aspis 


Colubridés : 
Naja haje 
Naja nigricollis .... 0,0004 
Naja naja ; 0,0004 (1) 


(1) Echantillon ancien (1934). 


le fait que la morsure par Ancistrodon n'est pas toujours mortelle en 
dépit de la quantité importante de venin que le serpent injecte a sa 
victime (4). 

Lorsqu’ils sont administrés & des cobayes de 350 g par la voie sous- 
cutanée, les mémes venins d’A. piscivorus et de L. gramineus pro- 
duisent en quelques heures, a4 la dose de 1 mg, un vaste placard 
d’cedéme dont le centre se nécrose. 

Deux dixiémes de milligramme (0,2 mg) de yvenin de Lachesis 
gramineus, ou 0,15 mg de venin d’Ancistrodon piscivorus, administrés 
par la voie veineuse, tuent en moins de douze heures des souris blanches 
de 20 g. Il faut dix fois moins de venin de Vipera aspis pour produire le 
méme effet. 

Les venins des deux colubridés africains sont, au contraire, beau- 
coup plus toxiques. Lorsqu’on les injecte au lapin, au cobaye ou & 
la souris, ils produisent des accidents semblables 4 ceux de l|’enveni- 
mation par le poison du Cobra d’Indochine (Naja naja). Cependant il 


(4) Cette quantité correspond & 98 mg de venin sec (Th. Girnens, J. 
Immunol., 1935, 29, 165). 
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Tasieav Il. — Essais de neutralisation in vivo des propriétés toxiques 
des quatre échantillons de venins étudiés, par les sérums hété- 
rologues ER et CG. 


(Technique d’Ipsen : épreuve sur la souris de la toxicité de mélanges, en pro- 
portions variables, de venin et de sérum). 


NATURE DU SERUM ORIGINE DU VENIN 


POIDS DE VENIN 
neutralisé 
par 1 cm? de sérum 
DOSES 
minima mortelles 
de venin neutralisées 


(exprimé en mg) 
par 1 cm’ de sérum 


Antivenin de : 
L. gramineus. 
A, piscivorus. 
N. haje. 
C. 1341 + 1315 (12947) . . . .|Colubridés. } N. nigricollis. 
Naja naja. 


Naja naja Vipéridés. 


Antivenin de : 


L. gramineus. 
Vipera aspis ER. 872 (14147).| Vipéridés. } A. piscivorus. 
V. aspis. 


TasLeav 1V. — Essais de neutralisation in vitro par les sérums anti- 
venimeux ER et C, des enzymes (lécithinase, coagulase, facteurs 
anticoagulants) contenus dans les mémes venins. 


1 cm? DE SERUM C 1 cm? DE strum ER 
{anti-venin de Najanaja] (1) [anti-venin de Vipera aspis] (1) 


Neutralise les activités enzymatiques des venins 
exprimées en doses minima 


Hémolysantes Seas Hémolysantes aioe Coagulantes 
L. gramineus. 0 0 2 000 
A. piscivorus 0 0 0 
V. aspts .53 « 5 000 4 000 
No RAC Sonera 42 441 2 
N. nigricollis. 300 70 4,2 
Naja naja. . 1 000 4150 


(1) Sérum C 1311 4 1315 (12947); Sérum ER 872 (14147). 


faut injecter plus de venin de Naja haje que de venin de Naja nigri- 


collis ou de venin de Naja naja pour tuer ces rongeurs dans les mémes 
délais. 
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Administrés par la voie sous-cutanée, les venins des deux colubridés 
éludiés sont légérement nécrosants. 

Si on compare entre eux les résultats des expériences in vitro, on 
constate que le poison de Lachesis gramineus est moins hémolytique 
que celui de Vipera aspis, et que le venin de Naja haje est plus anti- 
coagulant que celui de Naja nigricollis. 

De l’étude des propriétés antitoxiques et anti-enzymatiques des deux 
sérums antivenimeux C et ER, il résulte que le sérum C, antivenin 
de Naja naja, & la dose de 1 cm?, rend inoffensives dix doses mortelles 
de venin de Naja haje, alors que, dans les mémes conditions, il 
neutralise 40 doses mortelles d’antiggne homologue pour la souris 
éprouvée par la voie veineuse. En dépit de ses propriétés anti-lécithi- 
nasiques a l’égard du venin de Naja nigricollis, le méme sérum C ne 
supprime pas la neuro-toxicité de ce poison’ pour la souris. Enfin, il est 
sans action sur les venins des deux vipéridés : Lachesis gramineus et 
Ancistrodon piscivorus. Quant au sérum ER, dont 1 cm? neutralise 
50 doses mortelles pour la souris, 1000 « doses hémolytiques » et 
25 000 « doses coagulantes » de venin homologue de Vipera aspis, 
il ne diminue pas l’activité lécithinasique du poison du Lachesis 
gramineus et il ne protége pas la souris contre l’action nocive de ce 
venin, mais il rend inoffensive pour ces rongeurs une quantité de 
venin d’Ancistrodon égale A 4 doses létales, sans netitraliser sa 
lécithinase. 


ConcLusion. — Lachesis gramineus, vipéridé du sud-est asiatique, 
sécréte un venin nécrosant. In vitro ce poison coagule le plasma 
recalcifié et il lyse les globules rouges de cheval en présence des 
lécithines sériques. Le venin d’Ancistrodon piscivorus d’origine 
américaine est également nécrosant et lécithinasique, mais il ne coagule 
pas le plasma recalcifié. 

Le sérum ER qui neutralise spécifiquement le venin de Vipera aspis 
est doué d’un faible pouvoir antitoxique paraspécifique a l’égard du 
poison du vipéridé américain. I] est sans action sur celui de Lachesis 
gramineus, Quant aux venins des deux colubridés africains, Naja haje 
et Naja nigricollis, ils poss¢dent des propriétés neurotoxiques et enzy- 
matiques semblables 4 celles du venin de Naja naja d’Indochine, mais 
ils se différencient par des caractéres antigéniques propres A l’espéce 
dont ils proviennent. On constate, en effet, une gradation dans 
l’énergie de leurs affinités pour les anticorps correspondants du sérum 
hétérologue C, antivenin de Naja naja. 

Pour traiter efficacement les morsures des serpents d’une région 
déterminée, il est, par conséquent, indispensable de sélectionner parmi 
les espéces venimeuses locales celles dont les venins contiennent les 
antigenes les plus aptes A produire un sérum multivalent doué d’un 
pouvoir antitoxiqtie élevé. 
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SUR LA RECEPTIVITE EXPERIMENTALE 
DE LA SOURIS BLANCHE AUX BRUCELLES 


par H. JACOTOT et A. VALLEE. 
(Aide-ltechnique : A. LE PRIOL). 


(Institut Pasteur. Service de Microbiologie animale.) 


On sait depuis longtemps que la brucellose est inoculable 4 la souris 
blanche mais, malgré les facilités qui s’attachent a l’emploi de ce 
petit animal, il est rarement utilisé dans 1’étude expérimentale de la 
maladie. Toutefois, il y a une quinzaine d’années, Charlotte H. Singer- 
Brooks en a fait largement usage dans des essais d’immunisation [4] ; 
et plus récemment Dishon et Olitzki ont étudié chez la souris les 
effets des injections intrapéritonéales de brucelles additionnées de 
mucine [2]. 

Nous nous sommes proposé de préciser ce que l’on peut attendre 
dans l’espéce considérée des inoculations intrapéritonéales et des 
inoculations intraveineuses de matériel brucellique. 

Les expériences ont été faites sur des souris blanches femelles de 
race commune, d’un poids moyen de 20 g. 


I. INOCULATIONS INTRAPERITONEALES. — Nous présenterons les essais 
en quatre catégories, selon le matériel microbien mis en ceuvre. 


a) Souche vaccinale de Br. abortus bovis, employée sous forme de 
culture contenant 10 000 000 000 de germes par centimétre cube. — La dose 
a été de 0,5 cm3 de Ja suspension. Dans quatre essais distincts, 39 souris 
au total ont été utilisées ; 24 sont mortes de brucellose dont 8 dans les 
huit premiers jours et 16 entre le neuviéme et le trentiéme jour. Chez la 
plupart de ces animaux les lésions traduisaient une réaction plus ou moins 
vive de la rate et du foie, rarement du rein ou du poumon; dans un cas 
seulement (Souris morte le dix-huitiéme jour), on a observé un semis 
dabcés de la rate. 

b) Souche vaccinale de Br. abortus bovis, employée sous forme de 
culture contenant 100000000000 de germes par centimétre cube. — La 
dose est de 0,25 cm? seulement de Ja suspension. En trois essais on 
inocule 24 souris : 23 meurent de brucellose dont 15 dans les huit premiers 
jours et 8 entre le neuviéme et le dix-huititme jour. Les lésions ne 
different pas de celles des souris qui ont recu la suspension précédente ; 
on ne reléve pas d’abcés. 

c) Souche pathogéne de Br. abortus bovis, employée sous forme de 
culture contenant 10000000000 de germes par centimétre cube et addi- 
tionnée de mucine. — On a inoculé, en un certain nombre d’essais 
comportant l’emploi de mucines diverses, 46 souris, chaque animal recevant 
un mélange de 0,5 cm de suspension microbienne et de 0,5 cm’ de mucine 
au 1/20 ; 33 souris sont mortes de brucellose dont 24 dans les huit premiers 
jours et 9 entre le neuvieme et le vingt-quatriéme jour. Les lésions 
différent peu de celles qui ont été signalées plus haut ; cependant la péri- 
tonite est plus vive (réaction épiploique intense, dépdts fibrineux 4 la 
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surface des viscéres) ; sur deux animaux morts aprés sept et huit jours, 
on reléve de nombreux petits abcés du foie. 

d) Méme souche pathogéne de Br. abortus bovis, employée sous forme 
de pus ou de broyats de parenchyme rénal criblé d’abcés punctiformes 
et additionnés de mucine. — Chaque souris recoit 0,25 cm? de pus ou de 
broyat dilués au 1/20, mélangé a 0,50 cm? de mucine au 1/20. Trois essais 
ont été faits portant sur un ensemble de 12 souris; toutes sont mortes 
de brucellose entre le deuxiéme et le onziéme jour. Les réactions périto- 
néales, spléniques et hépatiques sont particuliérement intenses ; on reléve 
des abcés chez tous les animaux morts aprés le septiéme jour. Voici 
Yessentiel de quelques-uns des tableaux nécropsiques : 

Souris ayant regu pus + mucine. — Morte le dixiéme jour: nombreux 
abcés sur le foie ; abcés de la rate; abcés des ovaires. 

Morte le onziéme jour: abcés confluents du foie; abcés entre le foie 
et la rate ; adhérence de la rate a la paroi abdominale. 

Souris ayant recu broyat rénal + mucine. — Morte le septi¢me jour: 
vaste collection purulente entre l’estomac et la rate et qui englobe celle-ci ; 
nombreux abcés du lobe droit du foie; abcés du rein gauche; abcés 
péritonéaux ; quelques foyers punctiformes de pneumonie. 

Morte le septiéme jour: une fausse membrane purulente enrobe le foie 
et la rate ; nombreux abcés du rein; ovaires violemment congestionnés. 


IJ. InocuLaTiIons INTRAVEINEUSES. — Les essais ont porté sur deux 
souches, l’une vaccinale, ]’autre pathogéne, en cultures et sans addition 
de mucine. 


a) Souche vaccinale. — En deux expériences 18 souris ont recu par 
inoculation dans la veine de la queue 0,20 cm’ d’une suspension de 
culture sur gélose ; 12 sont mortes du deuxiéme au quarantiéme jour avec 
lésions inflammatoires ou de dégénérescence des parenchymes. Les 
six survivantes ont été sacrifiées ultérieurment ; leurs ensemencements ont 
été positifs. 

b) Souche pathogéne. — En deux expériences 15 souris ont recu par 
la méme voie, 0,20 cm d’une suspension de culture sur gélose; les 
5 souris de une de ces expériences ont résisté 4 Vinoculation ; trente- 
cing jours aprés on les a sacrifiées, toutes présentaient splénomégalie et 
hépatomégalie et 2 portaient des abcés du foie; parmi les 10 souris de 
l’autre expérience, 9 sont mortes entre le deuxiéme et le vingt-neuviéme 
jour avec lésions inflammatoires ou dégénératives habituelles ; la survi- 
vante a été sacrifiée ultérieurement ; ses ensemencements ont été positifs. 

A titre comparatif, 30 souris avaient recu la méme quantité de suspension 
microbienne dans le péritoine ; 27 sont mortes, également réparties dans 
les deux expériences entre les premier et vingtiéme jours d'une part, les 
deuxiéme et cinquantiéme jours d’autre part, avec les mémes lésions ; les 
3 survivantes ont été sacrifiées ultérieurement et ont donné des ensemen- 
cements posilifs. 


Conctusion. — L’inoculation de Br. abortus bovis par la voie péri- 
tonéale a, chez la souris blanche, des conséquences variables selon 
divers facteurs. 

Dans nos essais, une souche vaccinale a tué 50 p. 100 des souris qui 
ont recu 5 milliards de germes et 95 p. 100 de celles qui ont recu 
25 milliards de germes. Les lésions des parenchymes, de type inflam- 
matoire ou dégénératif n’ont abouti 4 l’abcédation que chez les sujets 
qui ont résisté deux ou trois semaines a l’infection. 


~ 


Une souche pathogéne inoculée & la dose de 5 milliards de germes 


966 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


avec addition de mucine a tué 72 p. 100 des animaux. La réaction 
péritonéale était alors plus forte et la formation d’abces viscéraux 
plus rapide mais non plus fréquente qu’aprés injection de brucelles 
vaccinales. 

L’épreuve la plus sévére a été l’inoculation de pus brucellique ou 
de broyat de rein lésé, additionnés de mucine ; mortelle dans tous 
les cas, elle a éveillé des réactions péritonéales, spléniques et hépa- 
tiques intenses et provoqué la formation d’abcés multiples plus ou 
moins volumineux chez la plupart des souris qui ne sont pas mortes 
dans les tout premiers jours. 

Il n’apparait pas que la voie veineuse soit, chez la souris, plus 
sévére que la voie péritonéale ; il arrive qu’on observe le contraire : 
3 souris sur 8 ont ainsi résisté 4d inoculation de 25 000 000 000 de 
germes de la souche vaccinale et, d’autre part, tout un groupe de 
5 souris a résisté A l’inoculation de 2500000000 de germes d’une 
souche pathogéne qui, A la méme dose, tuait 18 souris sur 20 inocu- 
lées par voie péritonéale. IL ne semble pas non plus que |’introduction 
des brucelles dans le torrent circulatoire favorise la formation de 
cranulomes ou d’abcés dans les parenchymes. 
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LES GROUPES SANGUINS DES EQUIDES 
Ill. — LES GROUPES SANGUINS DES ANES 


par Mz=e L, PODLIACHOUK et A. EYQUEM. 


(Institut Pasteur. Laboratoire d’Hématologie et des Groupes sanguins.) 
(Service R. Dujarric de la Riviére.) 


Nous avons signalé, antérieurement, qu’en examinant l’action des 
sérums de mulet sur les globules rouges de mulet a l’aide de la 
réaction d’agglutination, nous avions pu mettre en évidence 4 anti- 
genes érythrocytaires : A, B, C, D. L’examen des sértims absorbés a 
permis de reconnaitre que les antigénes A, C, D, appartenaient a 
l’espéce chevaline, alors que l’antiggne B ne pouvait étre reconnu 
sur les globules rouges des chevaux. 

L’examen ultérieur de plus de 250 chevaux a permis de reconnaitre 
par la réaction d’agglutination, en examinant des iso-sériims absorbés, 
l’existence de deux autres antigénes E et F. On peut, de la méme 
maniére, reconnaitre ces antigénes sur les globules rouges de mulet. 

A laide des anticorps provenant des sérums de mulets, et dans ce 
cas, ne contenant pas l’agglutinine hétéro-spécifique anti-Ane, et A 
l'aide des anticorps provenant des sérums de chevaux et débarrassés 
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par absorption des agglutinines hétéro-spécifiques anti-Ane, il a été 
possible d’effectuer l’étude des antigénes érythrocytaires des Anes. 

Notre premiére étude a porté sur 47 Anes, dont 40 provenant d’un 
6levage nord-africain, appartiennent aux races catalane, pyrénéenne ct 
poitevine. Deux autres Anes sont probablement de race catalane et 
5 baudets appartiennent A la race poitevine et comptent parmi les 
reproducteurs accouplés avec les juments mulassiéres de la région de 
Niort. 

Tl a été possible de mettre en évidence chez 35 Anes sur les 47 
examinés l’antigéne érythrocytaire B individualisé chez des mulets. 
Cet antigéne présente le méme caractére sérologique chez tous les 
animaux examinés, il n’y a pas de différence d’agglutinabilité notable 
entre les glebules rouges de ces différents animaux lorsqu’ils sont mis 
en contact avec ]’agglutinine anti-B. Chez 12 Anes, l’antigéne n’a pas 
été mis en évidence ; de plus, nous n’avons pas constaté la présence 
soit sous forme évidente, soit sous forme masquée décelable par 
absorption, des antigénes A, C, D, E, F individualisés chez le mulet 
ou chez le cheval. Nous avons donc considéré que ces 12 animaux 
appartenaient A un groupe provisoirement dénommé O. 

Nous avons pu avoir une premiére indication sur la transmission 
héréditaire de lantigéne B en examinant 17 familles d’dnes. 

Nous avons pu constater que : 

12 croisements B x B donnaient 10 B et 2 du groupe O. 

6 — Them gong) — 3 B et 1 — ; 

1 — OF PaO) — 1 -- O. 

La transmission héréditaire de l’antigéne B se fait suivant la loi de 
Mendel, la présence de l’antigéne B étant dominante sur son absence. 
Les individus ayant le phénotype B peuvent étre homozygotes ou 
hétérozygotes, comme le montre le croisement d’un male « Gérone » 
du groupe B avec trois femelles différentes. 

Avec 2 de ces Anesses appartenant au groupe B, on a obtenu 2 dnons 
du groupe O et avec une troisiéme dnesse du groupe O on a aussi 
obtenu un 4non du groupe O. On en conclut donc que le génotype de 
« Gérone » est BO. 

La répartition de cet antigéne suivant les races montre une fréquence 
élevée de l’antigéne B dans la race poitevine et, au contraire, une 
faible fréquence dans la race catalane, alors que la race pyrénéenne 
posséde des caractéres intermédiaires. On peut supposer que les indi- 
vidus de race pure catalane sont du groupe OO, alors que ceux de 
race poitevine seraient BB et ceux des races pyrénéennes BO. 

L’examen des hémagglutinines existant dans le sérum d’ane nous 
a permis de reconnaitre les anticorps décelant les agglutinogénes A, 
C, D, E aprés avoir réalisé une absorption de l’agglutinine hétéro- 
spécifique A l’aide de globules rouges d’un cheval du groupe O. 

Nous avons noté que cette hétéro-agglutinine présente un titre plus 
élevé vis-a-vis des globules rouges de cheval que vis-a-vis des globules 
rouges de mulet. Ainsi, 26 dnes ont une agglutinine anti-mulet d’un 
titre inférieur 4 1/2, alors que 22 Anes ont une agglutinine anti- 
cheval dont le titre est compris entre 1/8 et 1/256. 

Nous n’avons pas pu mettre en évidence d’iso-agglutinines natu- 
relles actives sur les globules rouges des 47 4nes examinés. En parti- 
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culier j] n’existe pas dans le sérum des Anes examinés d’agglutinine 
anti-B active vis-a-vis de l’antiggne érythrocytaire B du mulet ou de 
lane. 

L’agglutinine anti-A avait été mise en évidence chez 37 Anes sur 40 
et présente la méme activité et le méme titre vis-a-vis des globules 
rouges de mulet ou vis-a-vis des globules rouges de chevaux. 

L’agglutinine anti-C existait dans le sérum de 12 Anes sur 40 et 
présentait la méme activité vis-A-vis des globules rouges de mulet ou 
de chevaux. 

L’agglutinine anti-D est un peu plus active sur les globules rouges 
de chevaux, en particulier lorsque ceux-ci sont considérés comme 
homozygotes du point de vue de l’antigene D. Chez 40 Anes le titre de 
cette agglutinine anti-D était compris entre 1/2 et 1/64 lorsqu’on 
examinait son action vis-d-vis de globules rouges de chevaux. Au 
contraire, on ne pouvait la mettre en évidence que dans 29 sérums 
lorsqu’on la recherchait & l’aide de globules rouges de mulet. 

L’agglutinine anti-E a été décelée A un faible titre chez 18 Anes 
sur 40. 

Nous n’avons pas constaté de transmission héréditaire de la propriété 
d’élaborer des hémagglutinines de taux élevé. 

Dans le but d’étudier les propriétés des immunsérums préparés 
chez l’dne, nous avons immunisé une Anesse possédant une agglutinine 
anti-D titrant 1/16 et une faible agglutinine anti-A a l’aide de globules 
rouges de cheval porteurs de l’antigéne D. Cette immunisation a 
permis d’obtenir un sérum contenant une agglutinine hétéro-spéci- 
fique titrant 1/10 000 et une agglutinine anti-D titrant 1/64. Un mois 
aprés l’arrét de l’immunisation, le titre de l’agglutinine hétéro-spéci- 
fique atteignait 1/1 000. 

En tenant compte du fait que l’immunisation de la jument mulas- 
siére se fait non seulement vis-a-vis de l’antigéne caractéristique de 
l’espéce asine mais aussi vis-a-vis de l’antigéne B, nous pensons qu’il 
est peut-étre intéressant d’étudier le croisement de juments de certains 
groupes sanguins avec des 4nes du groupe O. Les baudets reproduc- 
teurs de la région de Niort, que nous avons pu examiner, appartiennent 
tous au groupe B. On sait que la maladie hémolytique du muleton 
se rencontre avec une fréquence plus faible depuis qu’on a substitué 
aux juments originelles des reproductrices provenant de la race 
bretonne. I est donc légitime de poursuivre 1’étude des incompatibi- 
lités sérologiques entre ces deux espéces. 
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BACTERIOPHAGIE DU BACILLE TYPHIQUE 
PAR QUELQUES PHAGES Vi 


OBSERVEE AU MICROSCOPE ELECTRONIQUE 
par E. EDLINGER et J. GIUNTINI. 


(Institut Pasteur. Service du Bactériophage et Service des Virus.) 


Aprés avoir étudié au microscope électronique la morphologie des 
bactériophages Vi I, II et IV de Craigie et Brandon, 1936 [4], et de 
Craigie et Yen, 1937 [2, 3, 4] (J. Giuntini, E. Edlinger et P. Nicolle, 
1953 [5]), nous avons observé par le méme procédé les différentes 
phases de la bactériophagie, c’est-d-dire la succession des phénoménes 
qui résultent de la fixation du phage sur la cellule bactérienne et 
qui aboutit a la lyse de la bactérie et & la multiplication des 
corpuscules. 

Nous avons utilisé la méme souche de S. typhi, type A, les mémes 
bactériophages Vi I, II et IV et également le méme milieu (eau 
peptonée a 0,3 p. 100 additionnée de 0,3 p. 100 de glucose et de 
G,04 p. 100 de chlorure de calcium) (1). 

Dans ces conditions, des cultures bactériennes ayant recu 1.10° 
particules par centimétre cube de l’un des trois phages en question 
et placées pendant quatre heures 4 37°, subissent la lyse bactériopha- 
gique, dont on suit l’évolution par des mesures répétées de la turbi- 
dité au photocolorimétre Jouan (écran vert, longueur d’onde 520- 
550 muy). 

Dans la méme figure, nous avons indiqué également 1l’augmenta- 
tion des « centres infectieux ». Le titrage de ces « centres infectieux » 
(corpuscules bactériophages libres + bactéries contaminées) a été 
effectué sur des prélévements d’échantillons de 0,1 cm* dilués a 10-4 
immédiatement dans de l’eau glacée. Nous avons pratiqué ensuite ia 
méthode de titrage dite « a la goutte ». 

Dans les conditions de nos expériences, le phage I ne provoque 
qu’un arrét de l’augmentation de la densité optique, tandis que le 
phage II et surtout le phage IV éclaircissent la culture, sans toutefois 
la rendre complétement limpide. 

L’augmentation des centres infectieux dans la culture par 1’addi- 
tion du phage I est plus faible que pour les deux autres phages ; c’est 
le phage Vi II qui montre le pouvoir de multiplication le plus élevé. 

Les préparations au microscope électronique ont été obtenues de la 
maniére suivante : des lysats bactériophagiques préalablement filtrés 
sur bougie Chamberland L, et titrés (phage Vi I = 3.10°, phage 
Vi Il = 7,2.10° et phage Vi IV = 3,2.10° corpuscules par centimétre 
cube) sont laissés en contact avec des cultures du bacille typhique Vi 
en pleine croissance contenant environ 10® germes par centimetre 
cube, A la température de 37° C, pendant des temps variant entre dix 
et trente minutes. Ensuite ce mélange est dilué 4 1/100 dans de l’eau 


(1) Certaines manipulations techniques ont été effectuées avec Vaide de 
M. G. Brault. 
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et gardé au réfrigérateur jusqu’da la préparation des porte- 
microgoutte est déposée sur une ou plusieurs grilles métalliques 


Une 
soumise durant cinq minutes au rayonnement d’une lampe de quartz 
a vapeur de mercure, afin de la stériliser, puis une partie du liquide de 


la goutte est enlevée, la dessiccation compléte s’effectuant alors tres 


porte-objets avant 


rapidement sous l’arc & mercure. 
L’ombrage métallique a été réalisé sur les 
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_ Fie. 14. — Bactériophagie de S. typhi par les phages Vi I, 1 et IV. 
A droite échelle de densité optique exprimée en degré du _ photocolo- 
rimétre (écran vert). A gauche échelle logarithmique du nombre des bactério- 
phages. Courbes en plein : cultures bactériennes. Courbes discontinues : 
multiplication des bactériophages. 
sous vide d’or palladium sous un angle 


examen par évaporation 
Siemens a 


d’environ 15°. 
Le microscope électronique utilisé était un appareil 
lentilles électromagnétiques (accélération des électrons 80000 volts). 


— D/’aprés nos observations, dont on 


Discussion DES RESULTATS. 
trouvera quelques exemples sur la planche I, la fixation des phages 


provoque une modification des contours de la cellule bactérienne qui 


prennent un aspect diffus. 
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Comme ces phages sont spécifiques de l’antigene Vi et que nous 
savons que cet antigéne de surface est assez labile, on pourrait 
émettre Vhypothése qu’il s’agit d’une destruction de la paroi cellu- 
laire contenant l’antigéne Vi sous l’influence du phage Vi. 

Ensuite la bactérie semble se gonfler. 

Le stade suivant que nous avons observé est une fragmentation du 
corps bactérien jusqu’alors uniformément dense en de nombreuses 
formations globulaires de dimensions homogénes, plus grandes ou 
quelquefois égales, aux tétes des bactériophages. La membrane éclate 
ou disparait, mais les cils détachés de la bactérie restent visibles. 

Aprés la lyse compléte, les cils restent inchangés. On observe a 
Vune de leurs extrémités des formes rondes qui semblent étre les 
points d’attache des cils 4 lintérieur de la cellule bactérienne, ce 
qui les assimilerait aux blépharoblastes des protozoaires. En outre, il 
subsiste de nombreux débris bactériens informes qui influencent 
certainement les mesures photométriques de la lyse _ bactérienne 
(turbidité résiduelle). 


CONCLUSIONS ET RESUME. — Nos observations de la bactériophagie du 
bacille typhique sont analogues a celles qui ont été publiées avec les 
phages coli-dysentériques sur E£. coli B par Wyckoff [6, 7, 8, 9] et par 
Hercik [40, 44]. 

De plus, les cils qui ne sont pas touchés par la lyse gardent une 
attache assez comparable aux blépharoblastes des flagellés des pro- 
tozoaires. Cette attache n’est pas attaquée par les phages et peut étre 
ainsi mise en évidence par la lyse bactérienne. 
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LEGENDE DE LA PLANCHE 


Fic. 1. — S. typhi et phage Vi 1V. Deux bactéries ayant fixé de nombreux 
phages. La bactérie de gauche posséde des contours nets. La bactérie qui se 
trouve au centre montre une zone diffuse sur les bords. Les phages sont fixés 
dans cette zone diffuse. 


Fic. 2. — S. typhi et phage Vi IV. Plusieurs corps bactériens ont fixé de 
nombreux phages. 


Fic. 3. — S. typhi et Phage Vi II. Le corps bactérien anormalement grand, 
mais intact, est entouré de nombreux phages assez profondément fixés sur son 
pourtour. Les cils ne semblent pas étre modifiés. 
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Fic. 4. — S. typhi et phage Vi I. Dans le corps bactérien sensiblement gonflé, 
on voit des corps globulaires de taille égale, mais sensiblement plus grands que 
les corpuscules bactériophages. La membrane apparait parfois déchirée. On 
observe également une partie d’un cil intact. 


Fic. 5. — S. typhi et phage Vi Il. Le corps bactérien est constitué par des 
corps globulaires correspondant & la taille des phages et on ne voit ni mem- 
brane, ni cils. Autour de la bactérie, quelques phages libres. 


Fic. 6. — S. typhi et phage Vi II. Lyse compléte. A cété des phages libres, 
on observe des cils intacts avec leur attache ronde. 


RECHERCHES SUR L’AUTOLYSE 
DE LA PARTIE HYDROSOLUBLE DES HOMOGENATS 
DE FOIE 


par Raymonp ALLOUF et Micuzrn MACHEBOEUF. 


(Unstitut Pasteur.) 


Nous avons étudié l’autolyse en prenant comme miatiére premiére 
le liquide limpide obtenu en éliminant par centrifugation rapide les 
éléments non hydrosolubles d’homogénats de foie. Nous cherchions 4 
étudier ]’autolyse en l’absence de tout élément figuré pouvant se 
sédimenter sous l’influence d’un champ de gravitation centrifuge de 
l’ordre de 30 000 g pendant deux heures. Afin d’éviter l’action éven- 
tuelle de microorganismes, nous avons opéré tant6t en présence d’un 
antiseptique ou d’un bactériostatique et tant6t dans des conditions 
d’asepsie rigoureuse avec filtration sur flltre bactériologique. 


PROTOCOLE EXPERIMENTAL, — Un lapin est assommé puis saigné par 
section de la carotide. On perfuse aussitét le foie pendant sept minutes 
au moyen d’une solution saline isotonique (NaCl 8,5 g par litre). On 
détache ensuite le foie en éliminant sa vésicule biliaire ; on le trans- 
porte dans une chambre froide (—5° C) ot’ on le broie dans un 
« waring-blendor », pendant trois minutes, au sein de la solution 
saline précédente, a raison de 10 ml pour 1 g de foie. L’homo- 
génat est soumis, pendant deux heures, a la centrifugation (20 000 
tours-minute, soit 30.000 g a la température de — 5° C). Le surnageant 
limpide est notre matériel d’étude; on le répartit en échantillons 
identiques dans une série de tubes que l’on scelle sous vide, puis on 
les maintient & la température de 37°C. Dans ces conditions, ces 
liquides ne sont pas aseptiques et l’on doit craindre une prolifération 
microbienne ; mais dés la troisiéme heure, alors que le développement 
bactérien est encore infime, l’autolyse a évolué de facon sensible et l’on 
observe qu’un précipité est rassemblé au fond du tube. 


EMPLOI D’UN ANTISEPTIQUE: LE CHLOROFORME. — L’antiseptique est 


ajouté dans chaque tube a raison de 0,1 ml pour 5 ml d’extrait ; mais 
on se garde d’agiter afin d’éviter la dénaturation des protéines par 
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étalement aux interfaces dans une émulsion. Dans certaines expé- 
riences, nous avons vérifié que la quantité de chloroforme strictement 
nécessaire pour saturer l’eau, sans exces, est suffisante polr qu’évoluent 
les phénoménes que nous allons décrire. 

fl apparait en quelques minutes un louche qui augmente progres- 
sivement, puis se rassemble en un précipité (en une ou deux heures) 
qui s’accroit encore beaucoup pendant les heures qui suivent. 

L’étude pondérale du précipité a montré qu’aprés la vingtiéme 
heure, il s’accroit encore pendant au moins quatre jours, mais trés 
lentement. 

Simultanément, avec cette précipitation, s’effectue la libération 
d’azote aminé titrable par la technique au formol de Scerensen. Cette 
libération est, elle aussi, rapide pendant une vingtaine d’heures, puis 
trés lente et méme insensible ensuite. 

Nous avons étudié les aminoacides et les peptides dialysables. Nous 
avons noté, dés les premiéres heures de l’autolyse, la présence a l'état 
libre de la plupart des aminoacides et de quelques peptides dialysables. 
Les rapports quantitatifs entre les divers aminoacides libres (séparés 
par la microchromatographie sur papier) ne varient pas sensiblement 
par la suite (sauf en ce qui concerne l’acide glutamique), mais leurs 
masses totales augmentent progressivement. 

Le précipité qui apparait n’est pas le fait d’une variation de pH 
pendant l’autolyse, car le pH reste bien constant (6,6 + 0,1). Il s’agit 
d’un précipité assez riche en azote (13 p. 100) et fournissant par 
hydrolyse la. plupart des aminoacides. Un précipité semblable est 
apparu lorsque nous avons utilisé comme antiseptique le toluéne au 
lieu du chloroforme. 


SOUS CONDITIONS D’ASEPSIE APRES FILTRATION SUR BOUGIE DE CHAMBER- 
LAND. — Les expériences effectuées aseptiquement apres filtration sur 
bougie en faience ont montré que le précipité apparaissait, 1a aussi, 
mais beaucoup moins abondant. Les filtres en faience retenaient une 
forte proportion de l’activité protéolytique (variable suivant les condi- 
tions de filtration). Nous considérons done ces expériences simplement 
comme une preuve de la formation du précipité en l’absence de 
chloroforme. 


EMPLOI D’UN ANTIBIOTIQUE. — Des essais effectués en utilisant comme 
bactériostatique de la dihydrostreptomycine ont montré que le préci- 
pité apparaissait 14 aussi, mais moins abondant que dans le cas du 
chloroforme. La différence avec le chloroforme porte également sur la 
vitesse de libération des aminoacides. La vitesse initiale est alors aussi 
rapide qu’en l’absence de tout antiseptique et de tout traitement 
préalable du liquide étudié. 


Résumé. — La partie de l’homogénat de foie qui, aprés centri- 
fugation énergique, reste en solution limpide dans de l’eau_ salée 
isotonique se trouble progressivement et forme un abondant précipité, 
méme en l’absence de toute action microbienne. Le chloroforme ou 
le toluéne utilisés comme antiseptiques provoquent une précipitation 
beaucoup plus abondante. La précipitation évolue simultanément avec 
la libération de l’azote aminé par protéolyse. Nous avons étudié les 
aminoacides et les peptides dialysables libérés. 
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SURVIE DE BORRELIA PERSICA DSCHUNKOWSKI 1912, 
DANS LE SANG TOTAL HUMAIN CONSERVE A+4°> C 


par M. BOURGAIN. L. MOLLARET et J. CHAMBRY. 
(Laboratoire de la Marine en Tunisie, Sidi-Abdallah.) 
Une opinion courante en matiére de sang humain conservé veut 


qu’une réfrigération de quarante-huit heures entre + 4° et + 6° du 
sang total supprime le danger d’une contamination syphilitique. En 


. 


NOMBRE DE JOURS DE REFRIGIRATION A 


Leeneu Oni: Nae 6 aig Gi Se LOmLOlS 
LOTS DE SANG HUMAIN CONSERVE 


Résultats des inoculations au cobaye. 


serait-il de méme en cas de sang infesté par certains spirochétes 
récurrents ? 

L’un de nous a déja montré en 1945 [4] que Borrelia persica (souche 
iranienne) survit sous sa forme type sanguicole pendant au moins 
dix-neuf jours 4 + 4° dans les organes réfrigérés d’animaux d’épreuve 
infestés expérimentalement. 

La température de + 4° semble favorable A la survie spirochétienne, 
alors que ce méme spirochéte ne peut résister plus de quatre jours 
4 + 37° en mémes organes infestés. Ces faits expérimentaux autori- 
sérent ]’hypothése qu’en sang total conservé 4 + 4° Borrelia persica 
(Dschunkowski 1912) devait survivre. 


ETUDE EXPERIMENTALE. — Les recherches commencées en 1945 ne 
furent reprises qu’en 1952. 
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La technique expérimentale fut la méme pour tous les lots de sang 
conservé, 4 savoir : l’infestation au moment de la récolte sanguine de 
500 cm? de sang total humain (300 cm* de sang frais dans 200 cm? 
de solution anticoagulante) par 1 cm® de sang de cobaye infesté expé- 
rimentalement par Borrelia persica. Le sang du cobaye est récolté 
par ponction du cogur au moment ow l’animal est en phase de pullu- 
lation spirochétienne sanguine. Aprés brassage, ce sang total infesté est. 
placé au frigidaire 4 une température constante de + 4°. Chaque jour, 
aprés brassage, 1 cm? de sang conservé infesté est inoculé par voie 
sous-cutanée a des cobayes neufs. Dés le quatriéme jour de l’inocula- 
tion d’épreuve, le sang animal est contrdlé journellement en gouttes 
épaisses colorées au Giemsa. 

Diz lots de sang total ont été soumis a l’expérience. 


R&SULTATS EXPERIMENTAUX. — Interprétation du graphique. — 1° La 
survie de Borrelia persica Dschunkowski 1912, en sang total humain 
conservé a + 4° est constante pendant au moins quatre jours. Elle 
peut se poursuivre parfois jusqu’au septiéme jour. 

2° La durée de la survie spirochétienne avec conservation du pouvoir 
infestant a été: 


a) Pour la totalité des lots de sang total... ...... 4 jours. 

db) PPoursIOkpnt OOkdeSs: Lote wremcicet aucune owen round eo 5 

(ym ni ow rh eet eS ne eh ac on ota d Chasers Mein 6 — 

Co Ne) exe obs Ne eS cod oe De Hon Gc ace 7 = 
ConswERATIONS. — 1° La multiplication spirochétienne n’a jamais été 


observée. Ce fait concorde avec les observations faites sur organes 
réfrigérés d’animaux d’épreuve. 

2° La survie spirochétienne & + 4° en sang total humain est de 
courte durée par rapport a celle que l’on observe en organes réfrigérés 
d’animaux d’épreuve. Cette anomalie encore inexpliquée serait peut- 
étre liée A une action anti de la substance anticoagulante nécessaire 
a la préparation du sang total. Sans parler de la possibilité de l’appa- 
rition d’immobilisines in vitro, laction spirochéticide du sérum 
humain peut étre envisagée. 

3° Les inoculations d’épreuve positives ont toujours donné des 
spirochétémies peu riches en spirochétes, alors qu’en général Borrelia 
persica provoque chez le cobaye une pullulation  spirochétienne 
sanguine. 


Conciusion. — La survie de Borrelia persica en sang total humain 
conservé 4 + 4° est d’au moins quatre jours. Elle peut se poursuivre 
jusqu’au septi¢me jour de la réfrigération. 

La réfrigération a + 4° n’est pas une garantie contre Vinfestation 
récurrentielle par ce spirochéte. 
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RUBROBACTERIOPSIS RUGOSA NOV. GEN. NOV. SP. 
1. — DESCRIPTION MORPHOLOGIQUE 


par Pariper-Jacguss LUTERAAN et Janine MERY. 


Inrropuction. — Bactérie ou champignon? Telle est la question qui 
s'est posée A l’examen d'un microorganisme pigmenté et saprophyte 
dont l’aspect morphologique et le mode de croissance paraissent tout 
d’abord é¢tre ceux d’une bactérie. La délimitation entre bactéries et 
champignons est-elle absolue> La méme question se pose 4 propos 
d’un autre type d’organismes pigmentés, les Nocardia qui, soit du fait 
de l’évolution, soit plus simplement en raison de caractéres de 
convergence, se révélent intermédiaires entre les Mycobacteriaceae 
d’une part, les Streptomycetaceae, champignons authentiques, d’autre 
part. Ici l’organisme est d’un type tout a fait différent et il a été 
nécessaire de compléter 1’étude morphologique par celle de caractéres 
biochimiques pour établir sa taxonomie. 


Ecotocir. — Isolé, une unique fois, comme saprophyte, de la surface 
de l’enveloppe d’un fruit, le développement s’est accompli d’emblée 
sous la forme qui sera décrite et qui s’est maintenue sans changement 
depuis presque deux ans. 

L’organisme a d’abord été classé comme bactérie rouge avec d’autres 
également isolés comme organismes aériens et saprophytes, 4 pigment 
similaire persistant ; mais celui-ci oppose sa grande ‘taille et sa forme 
sphéroidale aux autres plus petits et correspondant a des types 
morphologiques trés variés: bacilles mobiles, batonnets, sarcines, 
type Nocardia, etc. 


DESCRIPTION MORPHOLOGIQUE. — 1° Aspect macroscopique. — Pour 
obtenir une croissance convenable, un ensemble de caractéres macro- 
scopiques riches en détails intéressants, une pigmentation intense avec 
les organismes cités ci-dessus, il faut employer des milieux sucrés. Un 
milieu de choix est la gélose inclinée type Sabouraud ; en l’occurrence, 
une augmentation de la concentration en sucre jusqu’a 7,5 p. 100 
révéle encore plus distinctement les différences d’aspect et de pigmen- 
tation chez ces organismes ensemencés simultanément et identique- 
ment, puis cultivés 4 28°, dans la zone de température optima. 

La colonie est d’abord hémisphérique, rose orangé, brillante, lisse, 
avec quelques plis radiés larges, mais jamais ni muqueuse, ni coulante. 
Rapidement, sa surface devient membraneuse par les plis surélevés 
qui se forment. La croissance s’effectue autant en épaisseur qu’en 
largeur ; la colonie adhére & la surface de la gélose, mais n’a aucune 
tendance & une extension en profondeur dans le sein de celle-ci. 

L’aspect final est le suivant: colonie surélevée, membraneuse & plis 
courbes surélevés, vermiculés, se recouvrant et se coupant en tous 
sens. Les plis, de dimensions constantes, sont constitués par deux 
bords saillants, surélevés, constamment paralléles, délimitant une 
gorge ou sinuosité de profondeur égale sur toute sa longueur. 


———— 
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La colonie est orange, couleur carotte. La pigmentation est intense. 
Elle persiste sans changement pendant trois ou quatre mois et, 
lorsque, plus tard, il y a décoloration, celle-ci est lente et s’arréte 
a’ une teinte intermédiaire jaune bistre. La pigmentation est égale en 
surface et en profondeur, et ceci dés le début ; on présume que le 
pigment est lié d’une facon particuliérement forte A des constituants 
cellulaires et que, pour cette raison, il est protégé de cette destruction 
banale et rapide en présence d’air observée chez les levures rouges. 

Au prélévement, la colonie membraneuse vient en fragments diffi- 
cilement délitescents. 

En milieu liquide, la production d’un voile pigmenté est constante 
2t semi-précoce au quatriéme ou cinquiéme jour, précédée de la for- 


Fic. 1. 


mation d’un anneau bas et adhérent. Il est lisse et tombe en fragments 
a la moindre secousse, mais ne tarde pas a se reproduire. A la longue, 
il y a diffusion dans le sein du milieu liquide d’un pigment jaune, 
ce qui est banal avec tous les organismes ayant ce type de pigmen- 
tation. 

2° Morphologie microscopique. — Chaque élément cellulaire a la 
forme d’un sphéroide un peu allongé, mesurant 3 4 de petit axe, 3-4 u 
de grand axe. Le corps cellulaire est épais ; l|’examen microscopique de 
chaque partie de la cellule nécessite une nouvelle mise au point micro- 
métrique a l’immersion ; la coloration par les colorants acides (écar- 
late de Biebrich, etc.), qui laisse habituellement aux corps cellulaires 
une certaine transparence, ne permet plus d’obtenir cet effet (fig. 1 
et 2). L’épaisseur cellulaire et la forme sphéroidale allongée s’opposent 
a la forme ellipsoidale aplatie observée chez les Rhodotorula. 

Les cellules sont liées entre elles par deux, trois et davantage, non 
point en chainettes, mais en structure superposcée. En faisant varier 
la mise au point micrométrique lors de l’examen microscopique de 
frotlis ou de cultures sur lame, un ensemble de cellules se présente 


978 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


successivement sous les aspects 1, 2, 3, figurés sur nos dessins (fig. 3). 
Les éléments donnent l’apparence de dériver les uns des autres selon un 
processus de scissiparité par clivage transversal et asymétrique. 

En fait, il semble qu’il n’y ait pas scissiparité, mais uniquement 
bourgeonnement suivant une modalité souvent particuliére. Son siege 
peut se situer en n’importe quel point de la surface cellulaire ; c’est- 
A-dire qu’il peut étre aussi bien apical ou subapical comme chez les 
Rhodotorula que superficiel, profond, latéral (figures). Unique, ie 
bourgeon s’isole rapidement, sous forme de globule sphérique tout 


Fic. 2. 


en restant lié & la cellule mére par la séquelle, colorable au bleu 
coton ou au bleu de méthyle, de la communication primitive. Ce lien 
se raccourcit et s’élargit &4 mesure que le bourgeon s’accroit ; souvent 
la cellule mére continue sa croissance aprés bourgeonnement ; il arrive 
que les cellules sont de plus en plus resserrées l’une contre l’autre 
et se recouvrent en débordant lune sur l’autre ; en cas de bourgeon- 
nement sur l'une des faces, les cellules se recouvrent d’emblée 
(V. figures) ; aspect de clivage ‘transversal et asymétrique s’explique 
par cette multiplication et cette croissance en. épaisseur. 

Des dispositions réciproques trés variées peuvent donc étre prises 
par les éléments cellulaires; mais il n’y a aucune manifestation 
patente du phénoméne appelé croissance centrifuge et périphérique ; 
il n’y a pas de migration du cytoplasme a l’extrémité distale des 
éléments cellulaires ; les cellules ne s’allongent pas suivant un axe 
de croissance centrifuge et a la périphérie dans les cultures en couche 
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mince qui favorisent généralement ce processus ; a fortiori, il n’y 
a jamais formation d’éléments pseudo-mycéliens (V. fig.). 

Cependant, s’il n’y a pas allongement, le facteur élongation exerce 
son action d’une facon particuliére sur les éléments sphéroidaux ; dans 
les zones les plus rapidement déshydratées des cultures sur lame, il 
y a accroissement (et non pas croissance) proportionnel des-dimensions 


Fic. 3. 


cellulaires suivant les axes primitifs, au moins dans le plan trans- 
versal ; ces cellules géantes ont un diamétre moyen de 6 wu. 

Autre observation: les cellules dgées surtout dans ces zones 
déshydratées, ot sont maximum les effets apparents des facteurs 
« liaison cellulaire » et « élongation », ont souvent une forme irré- 
guliére, prennent une disposition en mosaique ou en file. 

3° Caractéres négatifs. — Il n’y a pas de mucilage ; la capsule est 
réduite ; il n’y a ni cils, ni flagelles, ni spores. 

Il n’y a pas de processus de conjugaison. 

Chaque élément parait étre uninucléé, 4 noyau central. 
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Les communications suivantes paraitront en Mémoire dans _ les 
innales de l'Institut Pasteur. 


La colimétrie de l’eau sur membranes filtrantes, par KR. Bur- 
TIAuX, G. MucHEMBLE et Th. Lerurs. 


Description de quelques souches entomophytes de Bacillus 
cereus Frank. et Frank., avec remarques sur leur action 
et celle d’autres bacilles sur le jaune d’ceuf, par C. Toumanorr. 


Action combinée in vitro de différents tuberculicides avec 
l’hydrazide de l’acide isonicotinique, par M™® Airorr. 
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AVIS 


FONDATION BERGLAS 


Décision du Comité Consultatif en date du 19 mars 1953. 


L’Institut Pasteur a accepté la création d’une Fondation destinée a la 
recherche de notions expérimentales pouvant conduire 4 un mode de 
traitement du cancer, dans une direction toute nouvelle, dont 1l’idée 
initiale a été proposée par M. Alexander Berglas. 

D’apres ce dernier, la cellule cancéreuse passe, comme tout élément 
vivant, par un cycle naturel de croissance, de vie adulte limitée et de 
mort. Il conviendrait donc de ne pas chercher — comme cela a été 
jusqu’ici uniquement pratiqué — a détruire par des moyens artificiels 
la souche de cellules cancérisées, mais plut6t 4 favoriser son évolution 
naturelle devant se terminer par la mort. Les tissus tumoraux pré- 
sentant généralement une évolution vitale plus rapide que les tissus 
normaux, il importerait donc de hater ce cycle en fournissant aux 
éléments malins tous les facteurs susceptibles de favoriser leur crois- 
sance : en accélérant leur rythme vital, on devrait aboutir a 1|’élimi- 
nation naturelle du processus tumoral. 

La Fondation A. Berglas a été instituée 4 Institut Pasteur en vue 
de contréler, en toute objectivité, les fondements réels de cette hypo- 
thése. L’Institut Pasteur estime ne devoir rejeter aucune hypothése 
ouvrant un champ de recherches susceptibles d’aboutir 4 des conclusions 
biologiques nouvelles et intéressantes. 


Le Gérant : G. Masson. 
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